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RESUMEN.

Actualmente la biotecnologia emerge con gran vigor, y su uso se hace
necesario para complementar y modernizar los métodos quimicos, con el fin de
hacerlos més amigables con el ambiente y por supuesto en la generacién de
nuevos espacios de investigacion para la obtencién de farmacos y moléculas
complejas que dificilmente podrian ser preparados por los métodos
tradicionales de sintesis quimica.

El objetivo principal del presente trabajo es el estudio cinético de la
resolucién del (+)-4-clorobencidrol y el escalamiento del proceso de la
oxidacién enantioselectiva a nivel fermentador.

Para ello se abordd el problema iniciando con el desarrollo de la técnica
analitica adecuada que permitiera el seguimiento de la biotransformacion,
continuando con pruebas para la obtencion de condiciones de produccién de
biomasa y finalmente con el estudio cinético del proceso de biotransformacion
con células en reposo y el proceso de biotransformacion en fermentador de 3
litros.

Los resultados mostraron que la oxidacion del (+)-4-clorobencidrol con
células en reposo de Nocardia corallina B-276 procedid de manera
enantioselectiva (matraz Erlenmeyer), siendo la relacién sustrato:células 1:100
y 0.6% de DMF, con la que se obtuvo el mayor porcentaje de conversién a
cetona (44.25%) y una relacién enantiomérica A/S de 95.13%/4.87%, con un
tiempo de biotransformacién de 34 horas. La oxidacién del (+)-4-clorobencidrol
en fermentador de 3 litros procedié de manera enantioselectiva, obteniéndose
un porcentaje de conversién a cetona del 17.08% y una relacién enantiomérica
R/S 85.18%/14.82% a las 48 horas de biotransformacion, con una relacién
estimada de sustrato:células 1:100 p/p, 0.6% de DMF y 100 mL de n-octano.

Se obtuvieron las condiciones oOptimas para el crecimiento de la
biomasa en el fermentador: 226rpm, T=30°C, volumen de trabajo=2.2 L y

vwm=0.9.
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1. INTRODUCCION.

Los compuestos quirales han sido estudiados desde mediados del sigio
XIX. Actualmente estos compuestos son motivo de legislaciones particulares en el
area médica, asi mismo ha cobrado gran importancia el desarrollo de técnicas
analiticas especiales para llevar a cabo su identificacién y cuantificacién!” y en ta
busqueda de nuevas metodologlas, principalmente biotecnolégicas, con el fin de
obtener compuestos enantiopuros.

La quiralidad es un factor determinante en la eficacia de muchos farmacos,
agroquimicos y aditivos alimentarios, pues de ella depende su actividad bioldgica

Los farmacos para tener un efecto terapéutico, deben ser capaces de
interaccionar y tener cierla afinidad con sus receptores, dicho efecto depende
entre otros factores de la estructura quimica, distancias interatomicas y de la

presencia o ausencia de grupos funcionales®.

Los enantidmeros de un farmaco, aunque poseen las mismas propiedades
fisicas, poseen generalmente propiedades biolégicas distintas, esto se debe a la
quiralidad que presentan y por o tanto a una diferencia en las interacciones que
forman con los receptores. Por 1o anterior uno de los enantidmeros de un farmaco

quiral pueden presentar varios problemas, como® 4

1.- Actividad terapéutica nula
2.- Actividad terapéutica no deseada
3.- Actividad terapéutica insuficiente — dosis medicamentosas insuficientes.

4 .- Efectos terapéuticos adversos

En la actualidad, se estima que aproximadamente el 50% de los 700
farmacos mas prescritos, contienen al menos un centro estereogeénico y el 90% de
estos se comercializan como mezclas racémicas!™®.

Los compuestos enantiopuros pueden producirse por meétodos quimicos o

quimico-enzimaticos. Los procesos biocataliticos son los preferidos, debido a que



las reacciones catalizadas por enzimas, generalmente son regio, quimio y
estereoselectivas'®.

En este momento en nuestro pais se estan analizando y promoviendo
elementos para la elaboracién de una politica farmacéutica integral ©, en ese
contexto se reconoce la necesidad de recuperar la fortaleza que tuvo ia industria
de farmoquimicos en México, por considerarse estratégica para el desarrollo de
nuestro pais. Asimismo la biotecnologia emerge con gran vigor, su uso se hace
necesario para complementar y modernizar los métodos quimicos, para hacerlos
mas amigables con el ambiente y por supuesto generar nuevos espacios de
investigacion para la obtencién de farmacos y moléculas complejas que
dificilmente podrian ser preparados por los métodos tradicionales de sintesis
quimica.

Asi, en la presente Iinvestigacidon convergen ftres disciplinas: Quimica
Organica, Quimica Analitica y Microbiologia.

A continuacién se presentan los resultados obtenidos de la oxidacién
enantioselectiva del (+)-4-clorobencidrol con Nocardia corallina, el estudio cinético
de dicho proceso con las células aisladas y el escalamiento a nivel fermentador.

Lo anterior con el objetivo de preparar un intermediario importante para la
obtenciéon de farmoquimicos quirales, trabajando en la direccion de generar

conocimiento para la integracion de futuros procesos de produccién,



2. ANTECEDENTES.
2.1 Biotransformacion.

La biotransformacién o bioconversion, es un proceso biologico, en el cual
un sustrato es modificado a un producto recuperable, mediante reacciones
catalizadas por enzimas.

Las enzimas pueden provenir de células microbianas, vegetales o animales,
siendo las microbianas superiores en varios aspectos, por ejemplo, su alta
relacion superficie-volumen les confiere un crecimiento rapido y altas velocidades
de metabolismo, que conducen a la eficiente transformacion de los sustratos que
se le afaden.

Ademas el mundo microbiano es rico en especies, lo cual proporciona un
variado sunrtido de enzimas para una gran variedad de reacciones sobre diversas
clases de compuestos, asi mismo los microorganismos facilmente se adaptan al
ambiente artificial impuesto por los requerimientos técnicos y econdmicos. Los
sustratos para ser transformados pueden afadirse a células en crecimiento,
células en reposo, esporas, células desecadas o a enzimas aisladas de estas
células; a su vez los agentes transformantes pueden estar suspendidos en un
medio en biorreactores aireados y agitados, o empaquetados en columnas para
operar continuamente, incluso inmovilizados sobre soportes sélidos para aumentar
su estabilidad y prolongar el tiempo de operacién®.

2.2 Ventajas y desventajas de los procesos de biotransformacion.

Durante las tres Ultimas décadas, los procesos de biotransformacion se han
considerando como una importante alternativa en la sintesis de productos
orgdnicos, sin embargo como todo proceso presenta ventajas y desventajas con

respecto a los procesos aplicados en quimica clasica.



Ventajas

Las reacciones biocatalizadas causan menos dafio al ambiente, ya que
tienen lugar principalmente en agua. Ademas, los productos de reaccidn
son biodegradables, incluso la enzima en si misma cuando se desnaturaliza
o por alguna razdn se desea desechar, su disposicién final no causa
problema alguno como en el caso de los catalizadores quimicos que
generalmente no son biodegradables

Condiciones suaves de reaccién: Las biotransformaciones se llevan a cabo
generalmente a temperatura ambiente y presion atmosférica, evitando con
ello el uso de condiciones de reaccidn extremas, que pueden causar
isomerizaciones, racemizaciones, epimerizaciones o transposiciones. Por
otro lado, al requerir condiciones de operacién suaves el consumo
energetico es mucho menor que en los procesos quimicos, esta es una
enorme ventaja que se vera aumentada en las décadas posteriores debido
al alza en el precio de los energéticos.

Combinacion de reacciones: Varias reacciones se pueden combinar en una
etapa del proceso de biotransformacion, utilizando un microorganismo con
un adecuado sistema enzimatico, o mediante conversiones escalonadas
utilizando diferentes microorganismos.

Especificidad del sustrato: Normalmente una enzima cataliza solamente la
transformacion de un tipo de sustrato.

Especificidad de sitio (regicespecificidad): SI en una molécula existieran
varios grupos funcionales de un tipo determinado, se afectaria solamente
una posicién especifica.

Esterecespecificidad: En presencia de una mezcla racémica como material
de partida, solamente un enantidmero es convertido.

Mayor aplicacién: Las biotransformaciones también encuentran aplicacién
en la preparacion de algunos compuestos en los que la transformacién

quimica es, por el momento, imposible.



Desventajas
- El empleo de altas diluciones y el uso de costosos cofactores.
- La limitada estabilidad térmica y su incompatibilidad con algunos
disolventes organicos.
- En algunos casos los procesos de biotransformacion tienen rendimientos
bajos.
- Altos costos de implementacién de los procesos a escala industrial®.

2.3 Tipos de reacciones de biotransformacion.

Las biotranstormaciones pueden ser agrupadas desde el punto de vista
guimico en las siguientes categorias: oxidacion, reduccion, hidrdlisis,
condensacion, isomerizacion, formacion de enlaces C-C e introduccién de otros
grupos funcionales.

Las reacciones de oxidacion enantioselectiva son potencialmente Utiles en
la industria. Teniendo menor aplicacion industrial, las reacciones de:

isomerizacién, reduccién, hidrélisis y condensacién®,
2.4 Procesos de biotransformacion.

En la biotransformacion de compuestos orgénicos pueden ser utilizados
sistemas de esporas, cultivos en crecimiento, células en reposo, enzimas, células
inmovilizadas o enzimas inmovilizadas.

En los procesos con cultivos en crecimiento, la cepa utilizada se cultiva en un
medio adecuado y después de 6-24hrs de crecimiento se afiade una solucién
concentrada de sustrato. Una variante de este procedimiento es émplear un
inéculo muy grande y afadir el sustrato concentrado inmediatamente, sin permitir
un periodo de crecimiento.

Para la biotransformacién de compuestos lipofilicos es posible emplear un
sistema polifasico. A la fase acuosa, que contiene el material celular o la enzima,

se le adiciona un disolvente organico inmiscible en agua en el que se ha disuelto



el sustrato. El sustrato pasa lentamente a la fase acuosa y a medida que continda
la reaccion de transformacion el producto revierte a la fase organica. En algunos
casos la transformacion se produce realmente en la interfase, entre las fases,
acuosa y organica.

Las reacciones de oxidacion y de reduccién catalizadas por bacterias
frecuentemente son completadas en unas pocas horas, mientras que éstas
conversiones utilizando levaduras y especialmente con hongos pueden llevar
varios dias.

Si no es necesaria la induccién de la enzima por el sustrato que se afade,
pueden ser utilizados sistemas de células sin crecimiento. Esto tiene la
considerable ventaja de que se elimina la inhibicidn del crecimiento por el sustrato.
Pueden ser utilizadas altas densidades de células, lo que favorece el aumento de
productividad; al mismo tiempo se reduce el riesgo de contaminacién. Puesto que
la reaccién de transformacién se produce predominantemente en la solucién del
tampdn, la recuperacion del producto es relativamente sencilla. En otros procesos
se utilizan células inmovilizadas, lo que ofrece la ventaja de que el proceso pueda
ser llevado a cabo continuamente y las células puedan ser utilizadas una y otra

vez®,
2.5 Aplicacion de los procesos de biotransformacioén.

Durante muchos afios el empleo de enzimas ¢ células completas ha sido de
gran importancia en distintos sectores de la industria para la preparacion de
compuestos de gran interés comercial, por ejemplo en la industria de alimentos y
bebidas, para la produccion de cerveza, queso o en la produccién de saborizantes,
su uso no solamente se limita a este sector, siendo la industria cosmeética,
farmacéutica y en los procesos de biorremediacién otros de los beneficiados al
emplear los procesos de biotransformacion.:

Los procesos fermentativos han provisto a la industria las herramientas
adecuadas para la produccién de varios compuestos de alto valor comercial, como

son los aminoacidos, el acido citrico y otros aditivos alimenticios, hoy en dia estos



productos se obtienen mediante procesos enzimaticos, otro ejemplo es la
produccion de fructosa donde se emplea una isomerasa, lo cual ha incrementado
la produccion de la fructosa y disminuido su costo de produccion. A pesar de esto,
no es sino hasta hace 30 afos que el uso de enzimas en la sintesis de
compuestos en quimica fina ha tomado mayor importancia y relevancia.

Las estearasas y lipasas son las mas empleadas para catalizar reacciones
de hidrélisis y esterificacion, actualmente estas enzimas se encuentran disponibles
comercialmente. Las epoxihidrolasas, nitrilasas y nitrilo hidratasas se han
estudiado y comienzan a ser explotadas. Las reacciones de oxidacion que
involucran monooxigenasas, dioxigenasas y oxidoreductasas son empledas en
procesos industriales por laboratorios especializados en el drea®,

El numero total de procesos de biotransformacion que se emplean a escaia
industrial ha crecido rdpidamente durante la ultima década y la expectativa es
que dicho crecimiento continué en los siguientes afios, siendo empleados
mayormente en la obtencidon de compuestos naturales y sus derivados, teniendo

en el sector de la industria farmacéutica el mayor campo de aplicacién'®.

Figura 1. Sectores industriales donde se emplean productos obtenidos a partir de

biotransformaciones industriales. (basado en 134 procesos)!'?

. Palimeras
Cosméticos

Alimertos Farmacéuticos

Agroguimicos

Varios



2.6 Biotransformaciones en la industria farmacéutica.

Desde la década de los 90°s los procesos de biotransformacion han sido
empleados por las companias farmacéuticas como parte de sus programas de
desarrollo de nuevos farmacos, llevando la produccién a escalas entre 1 a 100 kg,
la pequefia escala de estos procesos se debe a que han tenido como propésito
principal la produccion de farmacos empleados en ensayos clinicos u otros
propdsitos que requieren solo una pequefa cantidad y cortos periodos de

producciont?,
2.7 Enzimas, elemento clave en los procesos de biotransformacion.

Una enzima es una proteina, que funciona como un -catalizador
aumentando la velocidad de la reaccion.

En general, una enzima cataliza sélo un tipo de la reaccion (selectividad de
reaccion) y actua sobre sdlo un tipo de sustrato (selectividad del sustrato). Las
moléculas del sustrato son transformadas en wuna misma posicién
(regioselectividad) y solo uno o preferentemente uno de los enantiémeros de una

mezcla racémica es transformado (enantioselectividad)!'".
2.8 Clasificacion de las enzimas.

Las enzimas catalizan un gran nimero de reacciones necesarias para la
sintesis, modificacién y degradacién de compuestos organicos que constituyen a
los seres vivos, 0 que son producidas por estos para proteccién o comunicacién.
Los procesos metabdlicos y de crecimiento celular involucran una gran variedad
de reacciones enzimaticas tales como la formacién de uniones carbono-carbono,
enlaces tipo éster, saturacion/insaturacién de enlaces carbono-carbono,
reacciones de oxidacion, formacién de péptidos, entre otras. Las enzimas
responsables de estas reacciones han sido agrupadas de acuerdo a sus

propiedades cataliticas en seis clases diferentes!#'¥;



- Oxidoreductasas: catalizan reacciones de odxido-reduccién, involucrando
oxigenacion, remocién o adicion de atomos de hidrégeno a un esqueleto
hidrocarbonato. _

- Transferasas: Transfiere grupos acilo, glucosilo, fosfatos y equivalentes de
aldehidos y cetonas de una molécula a otra.

- Hidrolasas: Hidrdlisis de grupos como glucésidos, anhidridos, ésteres, amidas,
péptidos, epéxidos y otras funcionalidades que contienen el enlace C-N.

- Liasas: Catalizan adicién o eliminacién de moléculas pequefas en uniones C=C,
C=Ny C=0.

- Isomerasas: Catalizan transformaciones geométricas o estructurales en una
molécula tales como: racemizaciones, epimerizaciones, isomerizaciones,
tautomerizaciones, mutaciones o cicloisomerizaciones.

- Ligasas: También llamadas sintetasas, median la formacién de enlaces C-0O,

C-S, C-N, C-C y enlaces de ésteres de fosfatos.

2.9 Enzimas en sintesis asimétrica.

Existen dos modalidades principales de emplear las enzimas en sintesis

asimétrica:

1.- Enzimas aisladas: Como tales o inmovilizadas sobre diversos soportes, lo cual
permite emplear medios con una minima cantidad de agua, haciéndose asf posible
el uso de una mayor variedad de sustratos.
2.- Células completas: Al emplear este método se dispone de la ventaja de que los
cofactores son reciclados por el propio sistema celular. La principal limitacion
reside en la necesidad de que el sustrato sea soluble en los medios de cultivo
acuosos y sea captado al interior de la célula. Ademas de gque no se requiere en
este caso de la purificaciéon de enzimas, que generalmente representa costos
elevados.

Las enzimas se utilizan en procesos de resolucion cinética, en los cuales la
enzima actla sobre una mezcla racémica y cataliza mas eficazmente la reaccién

de uno de los dos enantidmeros, transformandolo y permitiendo su separacion.



Otro tipo de procesos en los que las enzimas son de gran utilidad son los
denominados procesos de asimetrizacion que permiten transformar un compuesto
meso en un compuesto quiral. También en reacciones asimétricas sobre carbonos
proquirales como la adicién del idn cianuro a aldehidos o cetonas para formar
cianohidrinas.

El uso de enzimas como biocatalizadores ha adquirido una gran importancia
en la preparacién de compuestos organicos. La biocatalisis puede ser usada para
la preparacion de manera regioselectiva o enantioselectiva de compuestos que no
se pueden preparar por métodos quimicos convencionales; esta metodologia
permite llevar a cabo diferentes reacciones quimicas sin la necesidad de pasar por
etapas de proteccién y desproteccion. Por ofra parte, la alta selectividad de las
biotransformaciones conduce a la preparacion de productos con altos
rendimientos sin la formacién de productos secundarios, que a veces resulta muy
dificil su separacién. Las ventajas en la preparacién de farmacos ha quedado
puesta de manifiesto en los ultimos afios porque permite la resolucion y sintesis de
farmacos a través de procedimientos que no dafian al medio ambiente. Por otra
parte, el poder llevar a cabo reacciones con enzimas en medio orgédnico, junto con
la amplia especificidad de sustrato que presentan algunos de estos
biocatalizadores, ha conducido que en el sector farmacéutico se vea incrementado
en los ultimos afios el numero solicitado de patentes con esta metodologia,
desplazando a los metodos quimicos convencionales, especialmente aquellos que
utilizan oxidaciones'?,

2.10 Nocardia corallina.
Dentro del género Nocardia, perteneciente al orden de los actinomicetos, se
encuentra la Nocardia corallina, una bacteria gram positiva aerobia obligada que

es capaz de crecer en presencia de una variedad de fuentes de carbono, como
alcanos, alquenos !9 y nitrilos (.
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2.10.1 Descripcion morfoldgica de actinomicetos.

Los actinomicetos y microorganismos relacionados probablemente
representan el grupo de bacterias mas grande y diverso. Este grupo esta
conformado por microorganismos gram positivos, unicelulares, en forma de bacilos
y microorganismos filamentosos. Los actinomicetos comprenden al grupo
Corineforme y al orden de los Actinomicetales.

E! orden de los actinomicetos comprende 63 géneros y casi todos sus
miembros desarrollan un micelio filamentoso. Esta ultima estructura puede
permanecer unida a la superficie del sustrato, al cual se le denomina micelio
sustrato, o bien, desarrollarse hacia la parte externa en cuyo caso se denomina
micelio aéreo. Los filamentos individuales o hifas del micelio se subdividen en
unidades, producto de un crecimiento de la pared celular hacia el interior de la hifa
en intervalos regulares a lo largo de esta estructura. A este proceso se le
denomina septacion y cada una de las septas resultantes contiene una molécula
de DNA.

Una caracteristica particular de los actinomicetos es que la reproduccién
lleva a la formacion de esporas que son producidas en hifas especializadas,
muchas de las cuales se desarrollan sobre el filamento aéreo. De manera general,
estas estructuras carecen de movilidad aunque algunos géneros producen
esporas flageladas. Las esporas producidas por la mayoria de las especies no son
resistentes al calor.

La mayoria de los actinomicetales son aerobios (actinomicetos oxidativos),
aungue algunos de ellos son anaerobios facultativos u obligados {actinomicetos

fermentativos)!'”.
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2.10.2 Distribucién y abundancia de los actinomicetos.

Los actinomicetos se encuentran distribuidos en diferentes habitats
incluyendo estiércol, fango de los rios y el fondo de los lagos, sin embargo su
reservorio natural es el suelo, en donde su funcién ecolégica principal es la
descomposicion de la materia organica. Los actinomicetos comprenden
aproximadamente el 20-60% de la poblacién microbiana del suelo, el olor
caracteristico a tierra hiumeda se debe a su actividad metabdlica y a la produccion
de pigmentos, terpenoides (geosminas) y enzimas extracelulares que son capaces
de degradar materia organica de origen vegetal y animal. Algunas otras especies
son patégenas para los humanos, animales o plantas o son fijadoras de nitrégeno.

Ademas de la funcién ecolégica de los actinomicetos, estos
microorganismos son de suma importancia debido a que han demostrado ser la
fuente mas importante de metabolitos secundarios bioactivos de valor industrial y
comercial.

Muchos de los productos naturales microbianos de importancia econémica
se obtienen a partir de actinomicetos, estimandose que aproximadamente el 68%
de estos productos son biosintetizados por actinomicetos del género
Streptomyces. Sin embargo, otros géneros entre los que destacan
Micromonospora, Nocardia, Actinoplanes, Streptoverticillium y Actinomadura son
fuentes valiosas de metabolitos bioactivos de aplicacién terapéutica vy
agroguimica ",

2.10.3 Taxonomia de los actinomicetos,
Actualmente se sabe que los suelos contienen gran cantidad de

actinomicetos, de géneros caracteristicamente diferentes, estos se pueden dividir

en las siguientes familias:
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VI.

VII.

STREPTOMYCETACEAE. Hifas  generalmente no fragmentadas.
Extenso micelio aéreo y cadenas de esporas con 5 a 50 o mas conidias
por cadena. Géneros: Streptomyces, Microeliobosporia, Sporichthya.
NOCARDIACEAE. Hifas caracteristicamente fragmentadas que
producen pequefas estructuras redondeadas o alongadas. Géneros:
Nocardia, Pseudonocardia.

MICROMONQOSPORACEAE. Hifas no fragmentadas. Conidias aisladas,
en pares o en cadenas cortas. Géneros: Micromonospora, Microbispora,
Micropolyspora, Thermomonospora, Thermoactinomices, Actinobifida.
ACTINOPLANACEAE. Esporas formadas en esporangios. El diametro
de las hifas puede ser de 0.2 a més de 2.0 um. Géneros:
Streptosporangium, Actinoplanes, Planobispora, Dactylosporangium.
DERMATOPHILACEAE. Los fragmentos hifales se dividen para formar
gran numero de estructuras redondas, moviles. Género:
Geodermatophilus.

FRANKIACEAE. Habita en los nédulos de las raices de algunas plantas
no leguminosas. No crecen fuera de la planta hospedera. Género:
Frankia.

ACTINOMYCETACEAE. No producen micelios verdaderos. Por lo
general son desde anaerobios estrictos a facultativos. Género:

Actinomyces.

2.10.3.1 Género: Nocardia; morfologia y coloracion.

Las especies de Nocardia son bacilos gram positivos aerobios vy

parcialmente &cidorresistentes. Dentro del género la formacién de filamentos y la

ramificacion estdn muy desarrolladas. Las especies de Nocardia producen

filamentos profundos y aéreos (también denominados hifas o micelios) de

alrededor de 1 pm de ancho. Las células de los filamentos profundos se separan

en formas de rosario y los filamentos aéreos experimentan fragmentacién para
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producir células similares a esporas unicelulares que se dispersan y forman
aerosoles con facilidad.

Al igual que los Mpycobacterium, Rhodococcus y Corynebacterium, las
paredes de la Nocardia poseen acidos micoélicos, estos son acidos grasos largos
B-hidroxilados y a-ramificados, por lo comun saturados o monoinsaturados. Tienen
alrededor de 50 carbonos de largo, en tanto que los acidos corinomicolicos tienen
de 23 a 36 carbonos. Las especies de Corynebacterium no son acidorresistentes y
las de Nocardia presentan una acidorresistencia débil o parcial cuando se tifien
con carbolfucsina, de acuerdo con el método de Kinyoun“s). Si se decoloran con
acido sulfurico del 1 al 4% en lugar del decolorante mas fuerte, la mayor parte de

las cepas de Nocardia presentaran acidorresistencia'’19,

2.10.3.2 Fisiologia de Nocardia.

Nocardia prolifera con facilidad y rapidez en diversos medios de cuitivo. En
los que contienen agar las colonias aparecen dentro de los tres dias siguientes a
la inoculacion. Después de siete a diez dias se presentan colonias apiladas,
irregulares, cerosas, brillantes y de varios milimetros de didmetro. A medida que
se forman los filamentos aéreos la supericie de la colonia se torna opaca vy
vellosa.

Nocardia puede diferenciarse de géneros similares por su capacidad para
descomponer y utilizar la parafina como una fuente de carbono y energia. Esta
propiedad permite el aislamiento selectivo de Nocardia de cultivos mixtos.

Un método para “atrapar” Nocardia implica el uso de varillas de vidrio recubiertas
de parafina que se preparan al sumergir una varilla de vidrio en parafina fundida.
Las varillas pueden colocarse en suelos o agua del medio ambiente y las especies
de Nocardia, si estan presentes, se desarrollaran alrededor de la varilla de vidrio
recubierta con parafina. Usando esta técnica se han aislado especies patégenas y
saprofitas de Nocardia de una amplia variedad de suelos, agua dulce y agua de
mar en todo el mundo. Ademas de la digestion de la parafina, las especies de

Nocardia producen catalasa y ureasa !9,
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2.11 Escalamiento de procesos.

En el desarrollo de un proceso, ya sea fermentativo o de cuaiquier otra
indole, el escalamiento es uno de jos pasos de mayor importancia para asegurar
la rentabilidad y productividad de dicho proceso, ya que involucra variables desde
el disefio del equipo, sistemas auxilliares a empiear, factores técnicos y factores
econémicos.

En el caso de las biotransformaciones aerébicas el predecir resultados a
escala de produccién, basados en el escalamiento de datos obtenidos en el
laboratorio requiere de un andlisis cuidadoso tanto de las variables fisicoquimicas

como bioldgicas.

De acuerdo con la capacidad del fermentador se pueden clasificar las
escalas como se muestra en la tabla 1, asf como conocer los rangos de operacién

mas comunes en lo que se refiere a potencia por unidad de volumen y a velocidad

de agitacion 9.
Tabla 1. Clasificacion de escalas
Escala del Potencia de Capacidad del Velocidad de
fermentador trabajo fermentador agitacion (rpm)
W/L* (litros)
Escala pequeha 8-10 3 200-2000
Escala piloto 3-5 10 200-1200
Escala industrial 1-3 50 100-800
200 50-400
500 50-300

“W=Watt, L=litro
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Cuando en el escalamiento se pretenden trasladar las condiciones de
operacion de un equipo a otro, o de una escala a otra, es importante establecer
que la relacién entre las variables: potencia/volumen, revoluciones por minuto
cantidad de aire por minuto sean similares.

El control ambiental y su escalamiento dependen por lo tanto de las
limitaciones del equipo. Usualmente es la transferencia de oxigeno la que
determina la capacidad operativa de un fermentador y es por ello que debe de
tomarse como un criterio para el escalamiento.

La transferencia de oxigeno puede establecerse de la siguiente manera:
Velocidad de transferencia de O, = K a (C*g -C() promedio
Velocidad de transferencia de O, =Qog2x

Donde:
K.a = coeficiente volumétrico de transferencia de masa (h™).

C*g = concentracion del oxigeno disuelto en equilibrio con el oxigeno de fase

gaseosa.
C. = concentracion de oxi/geno disuelto.
Qo.= demanda especlfica de oxIgeno (mmol O, / g células-h)

x = concentracién celular (g/L, mg/mL)
Los criterios mas adecuados para pasar de una escala a otra son mantener

la relacion P/V (potencia/volumen) constante y K a constante. Sin embargo el uso

del K a presenta algunas dificultades por las siguientes razones:

16



a) Cambio durante el transcurso de la fermentacion, debido al aumento de la
viscosidad del medio, aumento de la concentracién de células y por
problemas de formacién de espuma.

b) Las correlaciones de K a solo son validas en ciertos rangos de operacion y
para geometrias del fermentador particulares.

c) El método por el cual se determina el K,a.

La ubicacién del electrodo de oxigeno disuelto es otro punto que debe de
considerarse en el escalamiento, ya que este debera colocarse en una posicién en
donde mida la concentracién de oxigeno disuelto del volumen activo. También
habra de considerarse la transferencia de calor, ya que a medida que el
fermentador aumenta de tamafio, el area de enfriamiento o calentamiento

disminuye @Y.

2.12 Transferencia de oxigeno.

En los procesos aerdbicos es necesario un suministro adecuado de
oxigeno, que satisfaga los requerimientos metabdlicos de los microorganismos
empleados, por ello es indispensable conocer los requerimientos de oxigeno del

cultivo, para asegurarse de que su suministro es suficiente.

Al evaluar la transferencia de oxigeno, es necesario conocer y calcular las
resistencias a la transferencia que encuentra el oxigeno antes de llegar a la célula,
las resistencias estan determinadas por los obstaculos que se oponen a la

transferencia, estas son:

1- En la pelicula gaseosa (para gases muy solubles ej. NH3)
2- En la interfase gas-liquido

3- En la pelicula liguida (para gases poco solubles ej. O.)
4- En el seno del liquido

5- En la pelicula liquida que rodea al sélido

6- En la interfase liquido- sélido

7- En la fase sdélida conteniendo las células



8- En los sitios de la reaccion biogquimica

Se ha demostrado que en el caso de organismos unicelulares, la mayor
resistencia la opone la pelicula del liquido que rodea las burbujas, pero en los

agregados celulares, el paso limitante es la difusion a través del agregado mismo
(22)

2.13 Determinacién experimental de la transferencia de oxigeno.

Existe una gran variedad de métodos para medir la capacidad de
transferencia de oxigeno en un fermentador, todas estas técnicas se basan en un
balance de oxigeno, ya sea de todo el sistema o de la fermentacién en particular,
el balance se representa mediante la siguiente férmula que muestra el cambio de

la concentracion de oxigeno respecto al tiempo.

dC
------- = Kia(C*g -Cy) - Qozx
dt

Donde:
dC = diferencial de concentracion de oxigeno

dt = diferencial del tiempo

Las técnicas ulilizadas més comunmente se basan en dos tipos de
medicion:
Medicion indirecta

1.- Oxidacion de sulfito

2.- Técnica de eliminacion de gas
Medicion directa

1.- Balance de oxigeno en el sistema



2.- Técnica dinamica (régimen no estacionario)

Al emplear los métodos de medicion directa, se tiene la ventaja que se
realizan bajo condiciones reales de operacién y por tanto los valores obtenidos

son mas representativos del sistema en estudio.
2.13.1 Técnica dinamica (régimen no estacionario).

Propuesto por Taguchi y Humphrey®®, en este método se introduce una
perturbacién en el sistema (interrupcién de la aireacion o de la agitacién) por lo

que este responde modificando C, y, de esta variacion puede calcularse el K, a.

Condicion: La medicion de la concentraciéon de oxigeno debe efectuarse en forma
rapida, de modo que los parametros fisiolégicos (respiracion) y cinéticos (biomasa,

C., C*g) puedan considerarse constantes.

Ventajas.
- La determinacion se hace in situ
- Solo requiere un electrodo de oxigeno

- Puede calcularse el C*g

Limitaciones.
- Se requiere un electrodo de respuesta rapida
- El K a que se calcula es puntual
- Hay errores dados por:
tiempo de respuesta del electrodo

transferencia de oxigeno desde la superficie.
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2.14 Oxidacién microbiolégica.

La aplicacidn de las biotransformaciones son muy variadas y los sustratos
pueden ir desde hidrocarburos hasta compuestos polifuncionales, en todos estos
casos la oxidacion y la estereoquimica generada son factores de estudio®”. Se
han empleado diversos microorganismos para realizar oxidaciones sobre una gran
variedad de sustratos, los cuales ocurren con quimio-, regio- o estereoselectividad,
dificil de alcanzar con los métodos quimicos convencionales®®.

Muchas bacterias, levaduras y hongos filamentosos son capaces de
oxidar y metabolizar diversos compuestos quimicos. Entre ellas se encuentran
especies de los géneros Corynebacterium, Pseudomonas, Candida y algunos
Actinomicetos. El genero Nocardia ha sido utilizado ampliamente para la
epoxidacién microbiolégica de alquenos, siendo Nocardia coralflina la que ha

@7 informaron el

proporcionado los mejores resultados®. Luna y colaboradores
potencial uso de estos microorganismos (Pseudomonas, WNocardia), para
transformar alcoholes alllicos a los correspondientes aldehidos/4cidos o cetonas,
siendo los de Nocardia corallina los de mayor interés, también informaron sobre la
oxidacion de dioles a lactonas quirales; logrdndose preparar compuestos de alta
pureza optica, con la oxidacion preferencial del grupo pro-S.

La oxidacién microbiolégica de alcoholes primarios y secundarios a sus
aldehidos y cetonas respectivamente, son reacciones quimicas comunes que
raramente presentan problemas en la sintesis quimica, sin embargo son pocos los
reportes del uso de enzimas aisladas, en este caso la alcohol-deshidrogenasa
(ADH), para llevar a cabo dichas oxidaciones, las razones de esta situacion son

las siguientes '3

a) La oxidacion de alcoholes es termodinamicamente desfavorable, lo cual
provoca que el reciclaje del cofactor sea complicado

b) La inhibicién por formacién de productos es un fendmeno comun, ya que
los aldehidos o cetonas formados tienen una mayor afinidad a la parte

hidrofébica del sitio activo de la enzima que el alcohol que es mas polar.
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¢) La oxidacién enzimatica usualmente tiene mejor resuitado a valores de pH
entre 8y 9.
d) La oxidacion de un alcohol secundario implica la destruccion de un centro

estereogénico.

La mayor dificultad en la resolucion de alcoholes via la oxidacion
enantioselectiva utilizando enzimas es la regeneracion de los cofactores, todos los
métodos biocataliticos empleados en la transferencia asimétrica de hidrégeno
basados en el uso de ADH, requieren de cofactores de nicotinamida, NAD" o

NADP* como se muestra en el siguiente esquema 1.

Esquema 1. Resolucion de alcoholes
NAD*(6 NADP*) NADH(6 NADPH})

CH \—/ O

= +  Alcohol que

Alcohol-deshidrogenasa (ADH) R ne reacciona

R, Ro 1 Ro

Mezcla racémica

Una de las alternativas para la regeneracion del cofactor, es el empleo de
sistemas enzimaticos acoplados, como el sistema deshidrogenasa-oxigenasa
descrito por Willetts AJ y colaboradores para la obtencion de lactonas®®, donde
como primer paso se empled una deshidrogenasa proveniente de
Thermoanaerobium brockii o de Pseudomonas sp para lievar a cabo la oxidacion
enzimatica del alcohol produciendo la cetona correspondiente, y en el segundo
paso se empled una mono-oxigenasa proveniente de Acinetobacter sp o de
Pseudomonas sp, para generar la lactona y regenerar el cofactor reducido, el

esquema 2 del proceso se muestra a continuacion.
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Esquema 2. Sistemas enzimaticos acoplados

0, H,O

OH Alcohol-deshidrogenasa 0 \—/‘ O\\
)J\ " °

- mono-oxigenasa | / .

R1A R, /\‘ R R, /\ Ry R,

NADP* NADPH NADPH NADP*

También se tiene como alternativa, para la regeneracién del cofactor, la
adicion de un segundo sustrato (co-sustrato) susceptible de ser reducido,
esquema 3, buscando las condiciones que brinden un maximo grado de reaccién y
una minima inhibicion de la actividad enzimatica, sin embargo esta opcion
presenta dificultades debido a que el sistema se puede volver inestable a
concentraciones elevadas de co-sustrato y se pueden presentar fenomenos de

inhibicion.

Esquema 3. Regeneracién de cofactores

CH o)

R, Ry /\ R Ry

NAD*(6 NADP") ADH NADH (6 NADPH)

N

[sopropanol = Acetona

En especial estos fendmenos se presentan cuando se emplean

deshidrogenasas de alcoholes secundarios (sec-ADH), y como consecuencia su
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empleo a gran escala esta restringido al uso de células en fermentacién y estan
limitadas al uso de bajas concentraciones de co-sustrato, se ha reportado el uso
de acetona hasta en un 20%(v/v) como co-sustrato en la oxidacién de alcoholes
secundarios, esquema 4, lograndose mantener la estabilidad del sistema,

obteniéndose una conversién completa y una excelente estereoselectividad®®.

Esquema 4, Oxidacién de alcoholes con células liofilizadas

8

Células licfilizadas
: Rhodococcus rubar DSM44541
R 1//\ R, Solucién amortiguadora apH8.0 R, R

+

atl|O
T

4

OH

o mon OH
209514
Ry R2 R4 Rz

Se ha reportado el uso de los siguientes microorganismos para efectuar

oxidaciones enantioselectivas  de alcoholes secundarios Corynebacterium

equi®®, Rhodococcus erythropolis®", Bacillus stearothermophilus'®, Yarrowia
lipolytica® y Nocardia corallina®, dando como productos de biotransformacion

la cetona correspondiente y el alcohol enantioméricamente enriquecido.
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2.15 Oxidacion quimica de alcoholes.

Este tipo de reaccion, es una de las mas empleadas en la quimica organica,
pero a su vez es una de las mas complejas; tanto por el nimero de reactivos que
se pueden utilizar, como por la gran variedad de mecanismos de reaccion
involucrados.

En el campo de la quimica organica industrial, la oxidacién constituye una de
las principales herramientas en la sintesis de compuestos y uno de los métodos
con mayor potencial de contaminacion®. Una de las reacciones mas comunes de
los alcoholes es su oxidacién para dar compuestos carbonilicos, los alcoholes
primarios dan aldehidos o acidos carboxilicos, y los alcoholes secundarios
cetonas, por lo general los alcoholes terciarios no reaccionan con la mayor parte
de los agentes oxidantes.

La oxidacién de un alcohol primario o secundario se puede llevar a cabo con
reactivos que incluyen catalizadores organometdlicos de titanio®39 o
manganeso™®*") KMnQy, CrOa, NaxCro0;, KoCr0,%2, sales de Ni%* y Co?* en
NaOCI“?, aire y Pd/carbén animal en solucién acuosa alcalina**?, aire sobre Ag,0
en medio alcalino®, aire sobre CuQ-Ag,0“®, H,0, en medio alcalino®” vy
piridina®® entre otros.

El uso de los agentes oxidantes, en un caso especifico, depende de factores
como costo, conveniencia, rendimiento de la reaccién y sensibilidad del alcohol.
Los alcoholes primarios se oxidan a aldehldos o acidos carboxllicos, dependiendo
de los reactivos seleccionados y de las condiciones utilizadas. Quiza el mejor
método para preparar un aldehido a parir de un alcohol primario, a escala de
laboratorio (en oposicidn a escala industrial), es el uso de clorocromato de piridinio
(PCC, CsHeNCrO4Cl) en diclorometano como disolvente®®,

La mayor parie de los otros agentes oxidantes como el CrO; en acido
acuoso, oxidan alcoholes primarios a acidos carboxilico. El intermediario en esta
reaccién es un aldehido, pero usualmente no se puede aislar porque se oxida con

demasiada rapidez.
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Para los alcoholes mas sensibles, con frecuencia se utiliza el PCC debido a
que la reaccién es mas suave y se efectiia a temperaturas mas bajas'*®.

Quedando como reto por resolver la gran cantidad de sales que quedan
como desecho de algunos de estos procesos. Por lo que los métodos de oxidacién

biocatalitica representan amplias ventajas al no generar estos desechos téxicos.

2.16 (1+)-4-clorobencidrol.

OH

Cl

Los diaril carbinoles quirales son intermediarios muy Uutiles para la

preparacién de compuestos con actividad biol6gica®?

en este grupo de
compuestos se encuentra el (+}-4-clorobencidrol, cuyo esqueleto hidrocarbonado
esta presente en la estructura de los siguientes principios activos: buclizina
(antialérgico,  antihistaminico),  hidroxizina  (tranquilizante),  etodroxizina

(tranquilizante, hipnético) y clobenztropin (antihistaminico)®

, ¥ recientemente se
ha repcrtado que el (+}-4-clorobencidrol unido a fragmentos de pirrolidinas o
piperidinas se obtienen compuestos que muestran actividad como bloqueadores
de los canales de calcio e inhiben la proliferacion de las lineas celulares

cancerosas®?
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N Qﬁ@F

buclizina (antialérgico, antihistaminico) hidroxizina {tranquilizante)

Ci

ANIVARVAVAY

2~

etodroxizina (tranquilizante, hipnético)

N
Ry=—
0
Q

Derivado de pirrolidina Derivado de piperidina
R1= 4-M€0C6H4, 4-HOCGH4CHQCH2, R1= 4-MeOCGH4CHch2
4-M€OCGH4CH2CH2

Cl

H
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2.16.1 Proceso de biotransformacion del (t)-4-clorobencidrol, con Nocardia

corallina.

El proceso de biotransformaciéon del (%)-4-clorobencidrol por Nocardia
coralfina comprende, la oxidacién enantioselectiva del enantiémero (S) a la 4-
clorobenzofenona y el consecuente enriquecimiento del enantiomero (RA). A partir
de la 4-clorobenzofenona se puede volver a obtener el (1)-4-clorobencidrol,

mediante reduccion.

Esquema 5. Proceso general de |a biotransformacién del (+)-4-clorobencidrol con

Nocardia coraflina,

Reduccion

OH

H .0
(R)

Cl

N. coralilna
_— +
on cl

cl :

(+)-4-clorobencidrol 4-clorobenzofenona
Cl

(S)
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217 Propiedades

fisicoquimicas del (+)-4-clorobencidrol,

(R)-4-clorobencidrol, (S)-4-clorobencidrol y 4-clorobenzofenona.

OH
Cl

(+)-4-clorobencidrol

OH

Cl

(R)-4-clorobencidrol

tHIOH

Cl

(S)-4-clorobencidrol

Férmula condensada: Cy3H14CIO
Peso molecular: 218.68

Punto de fusidén: 58-60°C

Punto de ebullicién. 352.2+27.0°C

Férmula condensada: Cq3H+,CIO

Peso molecular: 218.68

Punto de fusién: 58-60°C

Punto de ebullicién. 352.2+27.0°C

Rotacion especffica [ap=-14.7(c1.0, CHCI, )

Férmula condensada: Cy3H¢:CIO
Peso molecular: 218.68

Punto de fusién: 58-60°C

Punto de ebullicién. 352.2+27.0°C

Rotacién especifica [op=+14.7(c1.0, CHCl5 }®*
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Férmula condensada: Cy3HeCIO

Peso molecular: 216.67
Punto de fusion: 74-76°C
Punto de ebullicién: 195-196°C

Cl

4-clorobenzofenona

2.18 Métodos de resolucién y de analisis cuantitativo de enantiémeros.

Los métodos principales que existen actualmente para determinar la pureza
enantiomérica se clasifican en dos grandes grupos, segun requieran la separacion
previa de los enantiémeros o no.

Grupo I: Requieren la separacidn previa de los enantiomeros

En este grupo se encuentran las técnicas cromatogréficas' (gases o
liquidos) con fase estacionaria guiral.

Grupo II: No requieren la separacion previa de los enantiémeros

En este grupo encontramos a la polarimetria, el andlisis por resonancia
magnética nuclear (RMN) de muestras que se han derivatizado con reactivos de
desplazamiento o usando disolventes quirales.

También se puede derivatizar para formar diastereoisémeros y analizar por
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR} y cromatografia de gases
(CG) con columnas no quirales.

Para realizar una separacion de enantibmeros o resolucion es posible
aplicar distintas técnicas, segun el caso en concreto, como las que a continuacion

se mencionan &%,
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1 .- Cristalizacién en conglomerados: cuando una mezcla racémica se cristaliza en
forma de conglomerado, sus cristales presentan estructuras objeto-imagen y
pueden separarse manualmente con la ayuda de un microscopio, esta técnica no
es aplicable a gran escala.

2 - Transformacién de una mezcla de enantiomeros en una de diastereoisémeros,

posteriormente se pueden separar por:
Cristalizacion

Si una mezcla racémica reacciona con una sustancia enantioméricamente
pura (X), se convierte en una mezcla de diastereoisdomeros, que poseen distintas
propiedades fisicas, eligiendo cuidadosamente (X), puede encontrarse un
disolvente, 0 mezcla de disolventes, en el que ambos diastereoisémeros se
disuelvan de forma muy diferente, lo que permitird separarlos por recristalizacion

para liberarlos después ©%.

Métodos cromatogréficos

La cromatografia se basa en la distribucién de un compuesto entre dos
fases, una movil y otra estacionaria, un compuesto que logre interactuar de
manera mas estable con una fase estacionaria que otro, tardard mas en eluir, y
tendrda un tiempo de retencion mayor. Para la separacion de enantidmeros se
emplean columnas quirales, en donde las interacciones entre la fase estacionaria
quiral y los dos enantiémeros se comportan como diastereoisémero, -por lo que
ambos poseen una velocidad de elucidén distinta con determinados disolventes o

mezcla de disolventes ¢
Resonancia magnética nuclear { RMN).

La RMN no distingue entre enantiémeros, pero si entre diastereoisémeros,

por lo que para determinar la pureza enantiomérica habra que formar especies
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diasterecisémeras entre los enantidmeros de la muestra a analizar y.un auxiliar
quiral enantioméricamente purc {(AQ), Los AQ pueden dividirse en tres grupos:
agentes quirales de derivacién, reactivos lantanidos quirales de desplazamiento y

agentes quirales de solvatacion ©?,

Agentes quirales de derivacion

Se requiere upa reaccion quimica previa entre el agente de derivacion y la
mezcla enantiomérica a analizar. Las reacciones mas frecuentes son las de

esterificacion, acidificacidn, transesterificacion o transamidificacién.
Reactivos lantanidos quirales de desplazamiento

Son compuestos quirales formados por un lantanido hexacoordinado que
tiene, como ligandos, derivados de alcanfor (generalmente «o-acil-derivados
polifluorados). Son quelatos de europio (lll}, praseodimio (lll) o iterbio (lll}, que
forman complejos por equilibracién (intercambio de ligando) con los enantidmeros

de soluto de tipo alcohol, cetona, amina o éster, entre otros.
Agentes quirales de solvatacion

Al anadir un agente quiral de solvatacion a una disolucién en un disolvente
no polar, como cloroformo deuterado, de la mezcla de enantiomeros que se
analiza, se pueden establecer interacciones a través de enlaces de hidrégeno,
interacciones n-m o de Van der Waals, para asi formar especies

diastereoisémeras, que en general presentan sefales diferentes en RMN &%,
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante las décadas finales del siglo pasado tomd gran importancia la
separacion y obtencidn de compuestos enantioméricamente puros, debido a que
algunos de ellos son empleados como intermediarios en la sintesis de compuestos

bioldgicamente activos.

Esto ha traido consigo el desarrollo de nuevos métodos de obtencion,
separacién e identificacion de estos compuestos, como son la aplicacién de
nuevas tecnologias basadas en el empleo de la maquinaria enzimatica microbiana
y recientemente han sido explorados métodos no enzimaticos®®,

Por ello se propone desarrollar este proyecto de biotransformacion,
utilizando microorganismos el cual es ambientalmente mas amigable, con el fin de
presentar una alternativa a los métodos tradicionalmente empleados, los cuales
son generalmente fuente de contaminacion ambiental, para la oxidacién

enantioselectiva del (+}-4-clorobencidrol con Nocardia corallina.
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4. HIPOTESIS

La oxidacién del (z)-4-clorobencidrol con Nocardia corallina B-276

procederd de manera enantioselectiva

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General:

Hacer el estudio cinético de la resolucién del (+)-4-clorobencidrol y escalar

el proceso de la oxidacién enantioselectiva a nivel termentador.
5.2 Objetivos Especificos:

e Realizar el escalamiento de la oxidacion enantioselectiva del (+)-4-
clorobencidrol con Nocardia corallina a nivel fermentador de 3 litros.

¢ Realizar el estudio cinético del proceso de oxidacion enantioselectiva del
(+)-4-clorobencidrol con células suspendidas de Nocardia corallina en
solucién amortiguadora de fosfatos,

o Desarrollar el método analitico para el seguimiento de la biotransformacién.

33



6. METODOLOGIA
6.1 Descripcion del equipo.

1.- Cromatografo de liquidos de alta resolucién (CLAR) Agilent 1100 con detector
de UVvisible de arreglo de diodos.

2.- Cromatégrafo de gases (CG) HP 6890 series.

3.- Espectrofotémetro de infrarrojo (IR) Perkin-Elmer Paragon 1600 FT

4 .- Resonancia magnética nuclear (RNM) Varian 400 MHz

5.- Espectrofotometro Genesys 20 (325 — 1100 nm).

6.- Agitador orbital REVCO

7.- Bioreactor autoclavable de 3 litros Applikon, equipado con una mantilla
gléctrica para regular la temperatura, termémetro de Pt 100, sensor de pH
Applisens 2001023510 (pH 0-12/0-135°C), sensor de oxigeno disuelto Applisens
Z010019011, difusor de aire, rotdmetro, agitador con sistema de propelas con
velocidad variable, toma de muestras, condensador y registrador automatizado de
variables, con:

a) Control de agitacion P100 ADI 1032 Applikon de velocidad variable

b) Consola de flujo Applikon

c) Consola AD! 1030 Bio Controller Applikon (pH, temperatura, O;)

)
d)

Software Bio Xpert Data adquisition & control program version 1.1 x
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6.2 Desarrollo del método analitico.

6.2.1 Reactivos.
(+)-4-clorobencidrol 98 % (Sigma-Aldrich), 4-clorobenzofenona 99 % (Sigma-

Aldrich}, isopropanol grado CLAR, hexano grado CLAR.
6.2.2 Preparacion de muestras para el método analitico (CLAR y CG).
- Solucién de referencia 1

Se pesaron 5 mg de (1)-4-clorobencidrol, se disolvieron en 600 pL de
isopropanol, se filtraron a través de una membrana de 0.45 um y el filtrado se

colectd en un vial.
- Solucién de referencia 2

Se pesaron 5 mg de 4-clorobenzofenona, se disolvieron en 600 uL de
isopropanol, se filtraron a través de una membrana de 0.45 um vy el filtrado se

colectd en un vial.
- Mezcla de referencia,

Se pesaron 2 mg de (*)-4-clorobencidrol y 2 mg de 4-clorobenzofenona,
ambos se disolvieron en 600 uL de isopropanol, se filtré a través de una

membrana de 0.45 pum y el filtrado se colectd en un vial.
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6.2.3 Determinacion del porcentaje de relacién enantiomérica.

La separacién de los enantidmeros Ry S de! (+)-4-clorobencidrol se llevé a

cabo en un cromatografo de liquidos de alta resolucion (CLAR) equipado con una
columna CHIRACEL OB-H (250 X 4.6 mm L X [D)

Tabla 2. Condiciones cromatograficas experimentales

Velocidad
No. . Temp. Fase A de deteccion
de flujo
Corrida o Movil nm
mLmin
1 0.6 24 hexano/isopropanol 230,254,260,
90:10 270, 280
2 0.8 24 hexano/isopropanol 230,254,260,
90:10 270, 280
3 1.0 24 hexano/isopropanol 230,254,260,
90:10 270, 280
4* 0.8 20 hexano/isopropanol 230
90:10
5" 0.8 30 hexano/isopropanol 230
90:10

*Se selecciont la velocidad de flujo y la A segln los resuitados obtenidos en las corridas 1,2y 3
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6.2.4 Determinacion del porcentaje de conversién.

El porcentaje de conversién se determiné por cromatografia de gases (CG),
con una columna HP-5 (5% HP ME Siloxano, 30000 X 0.25 mm L X ID)
Condiciones cromatograficas experimentales:
flujo=0.8 mL/min, T inyector= 250°C, T detector=250°C, T del horno=180°C, gas

acarreador Ns.

6.3 Condiciones de produccién de biomasa.

Composicién del medio en las placas de agar®.

Extracto de levadura 3g/L, peptona 5g/L, agar 15g/L
Adaptacion y crecimiento de Nocardia corallina B-276 (ATCC 31338)

La bacteria se adapté mediante siembra en placas de agar y su posterior
incubacion a 28-32°C durante 72-96 horas.

Preparacion del medio de cultivo.

El medio de cultivo se preparé con la siguiente composicion
0.05 g FeS04-7H20/L; 1.74 g KpgHPO4/L; 2.0 g (NH4)2S04/L; 1.0 g extracto de
levadura/L, 1.5 g MgSO4/L y 2.0 g glucosa/L.

Se pesd la cantidad necesaria para preparar el medio, se ajusté el pH a 9.0
con KOH al 50% recién preparada, se filtré y se esterilizé a 121°C durante 20

minutos, quedando un pH 8.0-8.5.
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6.3.1 Curva patron peso seco vs. densidad éptica (DO).

Para poder medir la masa celular/biomasa durante las diferentes fases del
proceso se construyd una curva patron peso seco vs. DO de la siguiente manera:

1.- Se colocaron membranas de 0.15 um en la estufa a 60°C de 24-30
horas hasta tener peso constante.

2.- Se adaptd la Nocardia corallina mediante siembra en placas de agar y
su posterior incubacion a 28-32°C durante 72-96 horas.

3.- Las colonias de Nocardia coralfina, crecidas en las placas de agar se
transfirieron, a dos matraces Erlenmeyer de 500 mL con deflectores, conteniendo
200 mL de medio de cultivo en cada uno, previamente esterilizado, estos se
incubaron a 28-32°C y se agitaron a 170 rpm en un agitador orbital.

4.- Se tomaron muestras por duplicado de 5 mL cada hora, durante 8hrs se
ley6 la DO en un espectrofotometro a 660 nm, se filtraron y se secaron durante 30
horas a 60°C en la estufa.

5.- Se pesaron y se construyo el grafico peso seco (g/L) vs. DO.

6.3.2 Determinacion experimental de la transferencia de oxigeno.

Técnica dinamica (régimen no estacionario).

Se emple6 un fermentador Applikon de 3 L ¢on 1800 mL de medio de
cultivo estéril, 121°C/30 min. pH = 8.0 - 8.5, se ajustoé la temperatura del sistema a
28-32°C, y la aireacion a 0.9vvm (volumen volatil por minuto), se probaron 4
velocidades de agitacion: 126, 226, 250 y 300 rpm, en cada caso el sistema se
dejé durante 12hrs aproximadamente bajo estas condiciones, con el fin de
alcanzar el grado maximo de saturacién de Q,, se calibré este valor como el
100% de saturacién, el valor de 0% se calibré burbujeando N, en el medio hasta

estabilizacion.

38



La secuencia de operacion fue la siguiente:

Teniendo calibrado el electrodo de oxigeno y las condiciones de operacién
estables (pH, temperatura, aireacién y velocidad de agitacién), se adicion6
trietilcitrato como antiespumante (0.15 mL), y 400 mL de inéculo con 43-45 horas
de crecimiento, a los 1800 mL de medio, al cual previamente se le midi6 la
absorbancia para poder conocer la concentracion de biomasa presente, después
de la adicién se suspendio el flujo de aire.

Los datos de la disminucién en la concentracion de oxigeno disuelto hasta
llegar a valores cercanos al 40% (fase 1), se registraron cada minuto con el
programa Bio Xpen, al llegar al 40% de oxigeno se reestablecié el flujo de aire y
se registré el aumento cada minuto, hasta el momento que llegara a un punto
méaximo y se mantuviera estable (fase I1).

Con los valores registrados de la fase | se determind el Qgox y con los
valores de la fase Il se determind el Kia puntual. Para determinar el K,a del
fermentador se siguid la metodologia antes descrita, pero sin adicionar el indculo

ver grafico 1.
Gréfico 1. Técnica dinamica {régimen no estacionario)
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Suspensién de la aireacion
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6.4 Estudio cinético del proceso de biotransformacién con células en

reposo.

Preparacién del inéculo.

El inéculo se preparé por transferencia de las colonias de Nocardia
coralfina, contenidas en las placas de agar, a dos matraces Erlenmeyer de 500 mL
con deflectores, conteniendo 200 mL de medio de cultivo en cada uno,
previamente esterilizado, estos se incubaron a 28-32°C y se agitaron a 170 rpm
por 43-45 horas en un agitador orbital.

El contenido de estos matraces se trasvaso a un fermentador Applikon de 3
L con 1800 mL del mismo medio de cultivo estéril (pH a 8.0-8.5), se controlé la

temperatura del sistema a 28-32°C, la agitacion a 226 rpm y la aireacion a 0.9vvm.

Crecimiento celular.

El crecimiento celular en el fermentador se determind cada hora midiendc la
absorbancia de una muestra en un espectrofotometro a 660 nm, hasta finalizar la

fase de crecimiento exponencial.
Obtencién de biomasa.

Las células se separaron del medio del cultivo por centrifugacion a 4500
rpm durante 15 minutos, el medio se decantd y las células se lavaron dos veces

con una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7, centrifugando en cada ocasion

bajo las mismas condiciones.
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Suspensién y adaptacion de células.

Las células humedas se pesaron y se suspendieron en 50 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos, se adaptaron durante 30 minutos a 28-30°C y 170 rpm,
en un agitador orbital.

Adicién del (£)-4-clorobencidrol.

Con los resultados reportados de Pérez y colaboradores®, a las 27hrs de
biotransformacién del (x)-4-clorobencidrol en medio liquido (250mL), con un
porcentaje de conversion del 53% de 4-clorobenzofenona y 47% del (S)-4-
clorobencidrol que no reacciond y con un % de exceso enantiomérico >99%, se
hizo el estudioc de la relacién de sustrato:células p/p contra tiempo, para
posteriormente hacer el estudio cinético del (1)-4-clorobencidrol con células en
reposo de Nocardia corallina.

El proceso de biotransformacion se realizdé conforme a las condiciones
mostradas en la Tabla 3.

El sustrato se disuelve previamente en el porcentaje de NN-
dimetilformamida seleccionado, se adiciona a las suspension de células a 28-30°C

y 170 rpm.
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Tabla 3. Condiciones experimentales de la biotransformacion del

(1)-4-clorobencidrol con células en reposo de Nocardia corallina.

Lote Relacién % Tiempo de muestrec
sustrato/células N, A-dimetilformamida hrs
1 1:100 0.6 24
2 1:100 0.9 24
3 1:100 1.8 24
4 1:100 2.7 24
5 1:100 3.6 24
6 1:100 4.5 24
7 1:20 0.6 36,48,60,;/’2
8" 1:50 0.6 24,48,72
g* 1:100 0.6 36,48,60

* El porcentaje de N,N-dimetilformamida se selecciond segun las corridas 1-6

Tratamiento de las muestras.

Las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 4500 rpm, el
sobrenadante obtenido se filtré sobre celita y se extrajo con (3x10 mL) de CH:Cl,,
la fase organica se secé con NaySO4 anhidro, se filtré y se evaporé el disolvente
en el rotavapor, el residuo obtenido se suspendid en isopropanol, para determinar

la relacién enantiomérica por CLAR y el porcentaje de conversién por CG.

6.4.1 Procedimiento General para la Biotransformacién del (1)-4-

clorobencidrol con Células en Reposo.

Las células de Nocardia corallina crecidas en placas de agar por 72-96hrs
(ver punto 6.3), se inoculan en dos matraces Erlenmeyer de 500 mL con
reflectores conteniendo 200 mL del medio de cultivo, cada uno (punto 6.3), se

incubaron a 28-32°C y 170 rpm por 43-45hrs, en condiciones estériles.
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Se prepararon 1800 mL de medio de cultivo estéril {punto 6.3), para el
fermentador Applikon de 3L con un pH = 8.0-8.5, a 28-32°C, 226 rpm vy la
aireacion a 0.9 vwvm, manteniéndolo durante 12hrs bajo estas condiciones, para la
posterior adicion de los 400 mL del inéculo anterior. El crecimiento celular en elf
fermentador se determiné cada hora midiendo la absorbancia hasta finalizar la
fase de crecimiento exponencial, alcanzédndose a las 6 horas, la cantidad de
células se calculé conforme a la curva patrén obtenida en el punto 7.2.

Las células se separaron del medio del cultivo por centrifugacién a 4500
rpm durante 15 minutos, el medio se decanté y las células se lavaron dos veces
con una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7, centrifugando en cada ocasion
bajo las mismas condiciones. La cantidad de biomasa se pesé y se trasvasé a un
matraz Erlenmeyer de 125 mL con reflectores con 50 mL de solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7, durante 30 minutos a 28-30°C y 170 rpm, en un
agitador orbital. Se adicioné el (+)-4-clorobencidrol previamente disuelto en 0.6%
DMF en una relacion sustrato/células p/p 1:100, tomandose muestras desde el
tiempo cero hasta 38 horas. Se hizé un blanco con células de Nocardia corallina
en las mismas condiciones a las 38 horas. Las muestras se centrifugaron durante
15 minutos a 4500 rpm, el sobrenadante obtenido se filtré sobre celita y se extrajo
con (3x10 mL) de CHCly, la fase organica se secé con NaxS0O4 anhidro, se filtré y
se evapord el disolvente en el rotavapor, el residuo obtenido se suspendié en
isopropanol, para determinar la relacién enantiomérica por CLAR vy el porcentaje
de conversién por CG.

6.5 Proceso de biotransformacion en fermentador de 3 litros.

La adaptacion, crecimiento, preparacién del inéculo y crecimiento ceiular se
realizaron con el mismo procedimiento para el estudio cinético del proceso de

biotransformacién con células en reposo, punto 6.4.
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Biotransformacion del {+)-4-clorobencidrol.

El sustrato se adiciond en una relaciéon 1:100 sustrato/células p/p, 0.6 % de
DMF y 100 mL de n-octano®, la cantidad de células se calculé conforme a la

curva patrén obtenida en el punto 7.2.
Seguimiento del proceso de biotransformacion.

Se tomaron muestras de 10 mL, a las 0, 20, 22 y 24 horas después de

haber adicionado el sustrato.
Tratamiento de las muestras.

Las muestras se centrifugaron durante 15 minutos a 4500 rpm, el
sobrenadante obtenido se filtré sobre celita, se extrajo con (3x250 mL) de CH.Cl,,
la fase orgdnica se seco con Na,SQO4 anhidro, se filtré y se evaporé el disolvente
en el rotavapor, el residuo obtenido se suspendié en isopropanocl, para determinar
la relacién enantiomérica por CLAR y el porcentaje de conversion por CG.

6.51 Procedimiento General para l|la Biotransformacion del (1)-4-

clorobencidrol en el fermentador de 3 L.

Las células de Nocardia corallina crecidas en placas de agar por 72-96hrs
(punto 6.3), se inoculan en dos matraces Erlenmeyer de 500 mL con reflectores
conteniendo 200 mL de! medio de cultivo, cada uno {punto 6.3), se incubaron a 28-
32°C y 170 rpm por 43-45hrs, en condiciones estériles.

Se prepararon 1800 mL de medio de cultivo estéril (punto 6.3), para el
fermentador Applikon de 3L con un pH = 8.0-8.5, a 28-32°C, 226 rpm y la
aireacién a 0.9 vvm, manteniéndolo durante 12hrs bajo estas condiciones, para la
posterior adicion de los 400 mL del in6culo anterior. El crecimiento celular en el

fermentador se determind® cada hora midiendo la absorbancia hasta finalizar la
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fase de crecimiento exponencial, alcanzdndose a las 6 horas, la cantidad de
células se calculé conforme a la curva patrén obtenida en el punto 7.2.

Se adiciond el (1)-4-clorobencidrol previamente disuelto en 0.6% DMF en
una relacién sustrato/células p/p 1:100 y 100 mL de n-octano, tomandose
muestras desde el tiempo cero hasta 48 horas. Las muestras se centrifugaron
durante 15 minutos a 4500 rpm, el sobrenadante obtenido se filtré sobre celita y se
extrajo con (3x250 mL) de CH,Cl;, la fase orgdnica se sect con Na;SQO, anhidro,
se filtrd y se evaporo el disolvente en el rotavapor, el residuo obtenido se
suspendio en isopropanol, para determinar la relacion enantiomérica por CLAR y

el porcentaje de conversién por CG.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.
7.1 Método analitico.

El proceso de biotransformacién del (1)-4-clorobencidrol por Nocardia
corallina comprende, la oxidacion enantioselectiva del enantiomero (S) a la 4-
clorobenzofenona y el consecuente enriquecimiento del enantiomero (R), por o
tanto fue necesario determinar la relacién enantiomérica R/S empleando CLAR del
(+)-4-clorobencidrol (Aldrich). Se determind el tiempo de retencion (ig) de las
soluciones de referencia (1, 2) y de la mezcla de referencia segun el punto 6.2.2,
con el fin de verificar que no tuvieran algun contaminante que pudiera interferir en
las determinaciones durante la biotransformacion (pureza del (+)-4-clorobencidrol
98% y de la 4-clorobenzofenona 99%), tr(A)-4-clorobencidrol 17.3 min, tr(S)-4-
clorobencidrol 25.5 min®® y que las condiciones experimentales permitieran la
separacion de los compuestos al estar formando una mezcla. se realizaron
diferentes corridas para evaluar la influencia de la velocidad de flujo (0.6, 0.8 y 1.0
mLmin™') a diferentes A (230, 254, 260, 270 y 280 nm), lograndose la separacion
de las sefiales. .

En la tabla 4 se muestran los tiempos de retencion para cada solucién de
referencia y de la mezcla, la A de 230 nm fue en la cual el (+)-4-clorobencidrol
presenté una mayor resolucion de los enantiémeros, y de la 4-clorobenzofenona,

los valores de las areas y la relacién enantiomérica se muestran en la tabla 5.
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Tabla 4. Tiempos de retencion a diferentes velocidades de flujo, A =230 nm,
hexano/isopropanotl 80:10, T 24°C

Tiempo de retencion (min)

Muestra 0.6 0.8 1.0
mbL/min mbL/min mL/min
E1 25.437 18.633 15.416
Sol. Ref. 1

E2 36.038 27.941 22.254
Sol. Ref. 2 Q 20.565 14.983 12.352

E1 25.216 18.358 15.463
E2 37.096 26.832 22.828
Q 21.336 14.911 12.677

Mezcla de

referencia

E1= (R)-4-cloerobencidrol E2= (S)-4-clorobencidrol Q= 4-clorcbenzofenona

Tabla 5. Areas y relacion de los enantiémeros (A/S) del (*)-4-clorobencidrol a

diferentes velocidades de flujo, A =230 nm. hexano/isopropanol 90:10, T 24°C

, Porcentaje de relacion
Area .
enantiomérica

Velocidad de  Enantiomero Enantiomero Enantiomero Enantiémero

flujo (mLmin™) R S R S
0.6 4.72311e4 4.57119e4 50.81 4319
0.8 6.92641e4 7.00850e4 49.70 50.30
1.0 2.82276e4 2.74862e4 50.66 49.34

Con flujos de 0.6 mLminy 1.0 mLmin™, en los cromatogramas se observa
que las senales correspondientes a l|a 4-clorobenzofenona y al (A)-4-
clorobencidrol se empiezan a superponer, lo cual implicaria error al determinar la

relacion enantiomerica, figura 2.
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Figura 2. Cromatogramas de la mezcla de referencia, T 24°C, A= 230 nm,
velocidades de flujo de arriba hacia abajo 0.6, 0.8 y 1.0 mLmin™
hexano/isopropanol 90:10
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Q= 4-clorobenzofenona, E1= (A)-4-clorobencldrol, E2= (§)-4-clorobencldrol

A partir de estos resultados se selecciond el flujo de 0.8 mLmin” y la
A =230 nm para las siguientes corridas; tomando en cuenta las especificaciones
de la columna empleada (CHIRALCEL OB-H), que indican como rango de
temperatura de operacion de 0-40°C, se decidié probar temperaturas de 20°C,
24°C y 30°C, los tiempos de retencion obtenidos se muestran en la tabla 6 y los

cromatogramas en la figura 3.
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Tabla 6. Tiempos de retencién a diferentes temperaturas, hexano/isopropanol
90:10, velocidad de flujo 0.8 mLmin™

Tiempo de retencion (min)

Muestra
20°C 24°C 30°C
E1 20.196 18.633 18.990

Sol. Ref. 1
E2 29.747 27.941 28.096
Sol. Ref. 2 Q 16.186 14.983 15.966
E1 20.907 18.358 19.596
Mezcla de E2 31.584 26.832 29.001
referencia Q 17.833 14.911 15.625

E1= (RA}-4-clorobencidrol E2= {5)-4-clorobencidrol Q= 4-clorobenzofenona

Figura 3. Cromatogramas de la mezcla de referencia, velocidad de flujo 0.8
mLmin™, A= 230 nm. Temperaturas de arriba hacia abajo 20°C, 24°C y 30°C
hexano/isopropanol 90:10
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Q= 4-clorobenzotenona, E1= (A)-4-clorobencidrol, E2= (5)-4-clorobencidrol
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Con las tres temperaturas probadas se lograron separar los enantiémeros y
la 4-clorobenzofenona.

Se analizé la proporcién de los enantidmeros (R/S) del ()-4-clorobencidrol
a las diferentes temperaturas y se observo que la relacién enantiomérica fue mas

cercana a 50/50 cuando se empled la temperatura de 24°C (1abla 7).

Tabla 7. Areas y relacion de los enantiémeros (A/S) del (x)-4-clorobencidrol,
velocidad de flujo = 0.8 mLmin™', A =230 nm, T=20°C, 24°C y 30°C,
hexano/isopropancl 90:10

, Porcentaje de relacion
Area . .
enantiomérnca

Temperatura  Epantiémero Enantiomero  Enantiémero  Enantiémero

°C R S R S

20 4455.16406 5275.52197 45.80 54.2
24 £6.92641e4  7.00850e4 49.70 50.30
30 4788.32568 4540.45947 51.33 48.67

Con base en lo anterior se seleccionaron como condiciones 6ptimas para
determinar la relacién enantiomérica: flujo 0.8 mLmin™, T=24°C y =230 nm y
como eluyente una mezcla de hexano:isopropanol 90:10.

Para cuantificar el porcentaje de conversion se empleé CG, se probaron las
siguientes  condiciones de trabajo: flujo=0.8 mLmin™, Tinyector=250°C,
T getector=250°C, Thomo=180°C y N, como gas acarreador.

Se corrieron las soluciones de referencia 1 y 2, obteniéndose sefales bien
definidas y con los siguientes tiempos de retencion (tg), para la 4-
clorobenzofenona tr =4.104 y para el (1)-4-clorobencidrol tg =4.614, como se

aprecia en las figuras 4 y 5.
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Figura 4. Cromatograma del (+)-4-clorobencidrol, flujo=0.8 mLmin™,

Tinyector=250°C, Tdetecior=250°C, Thome=180°C y N2 como gas acarreador.
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Figura 5. Cromatograma de la 4-clorobenzofenona, flujo=0.8 mLmin™,
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Posteriormente se corrid la muestra correspondiente a la mezcla de
referencia, ya que las muestras que se obtendrian durante el proceso de
biotransformacion, serian una mezcla, por lo tanto, fue necesario el verificar que
bajo las condiciones de trabajo se obtuvieran sefiales separadas y bien definidas,
que permitieran el analisis del porcentaje de conversion.

El resultado obtenido se muestra en la figura 6, donde aparecen las senales
correspondientes a la 4-clorobenzofenona y al (+)-4-clorobencidrol, por orden de

aparicién, con tiempos de retencion de 4.030 min y 4.505 min respectivamente.

Figura 6. Cromatograma de la mezcla de referencia, flujo=0.8 mLmin™,

Tinyector=250°C, T getector=250°C, Thomo=180°C Y N2 como gas acarreador.
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Q= 4-clorobenzofenona, E= (+)-4-clorobencidrol

En este caso la muestra fue preparada pesando cantidades iguales de las
soluciones de referencia 1 y 2, esperandose que el porcentaje calculado fuese del
50% para cada uno de ellos, experimentalmente la relacion obtenida fue de 51%
para la cetona y 48% para el alcohol, recordemos que un factor que puede influir

en la obtencion de estos resultados es la pureza de los compuestos empleados,
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se concluyd que las condiciones empleadas son las adecuadas para el andlisis

del porcentaje de conversion.
7.2 Condiciones de produccién de biomasa.

Los microorganismos para su ¢recimiento requieren de condiciones 6ptimas
de temperatura, pH, oxigeno y una adecuada composicion del medio de cultivo, el
contar con estas condiciones se vera reflejado en el aumento de la cantidad de
células (biomasa) en menor tiempo.

Por lo que es importante el conocer la cinética de crecimiento celular, en
ciertas condiciones de pH, T y composicién del medio de cultive para poder
predecir cémo va a evolucionar el cultivo. Primero se elaboré una curva patrén
peso seco vs DO para determinar la concentracién celular (X} en los tiempos que
se tomarian las muestras y poder monitorear la curva de crecimiento, los valores

obtenidos se muestran en el gréafico 2 y tabla 8.

Grafico 2. Curva patrén peso seco vs DO.
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Tabla 8. Peso seco Vs DO

peso seco g/l DO

0.62 1

0.51 0,889
0.48 0,847
0.42 0,777
0.32 0,612
0.31 0,600
0.30 0,582
0.23 0,436

Teniendo la curva patrdn, el paso siguiente fue determinar el Qgoxy el K a
a diferentes velocidades de agitacion, se probaron 4 velocidades de agitacién, con
el fin de conocer la que nos brindaria las condiciones 6ptimas en lo referente a la
transferencia de oxigeno, ya que la productividad de un fermentador esta
determinada por el coeficiente de transferencia de masa (K a) cuyo valor a su vez
depende de las caracteristicas fisicas y de operacion de éste, ademas de que se
debe satisfacer que la transferencia sea mayor que la demanda para evitar
limitaciones de oxigeno, los resultados se muestran en la tabla 9 y grafico 3.

Tabla 9. Transferencia de ox/geno a diferentes velocidades de agitacion.

Velocidad de agitacién

Ka (h")
rpm
126 43.92
226 78.84
250 69.48
300 57.29
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Se considera que los valores tipicos de K a para tanques agitados son de
60 h™' a 240 h' @V, considerando lo anterior, observamos que los valores de Kia
obtenidos con 226 rpm y 250 rpm, cumplen con o antes mencionado y el valor de
K,a maximo se obtuvé con la velocidad de agitacion de 226 rpm, lo que significa
que la transferencia de oxigeno se vi6 favorecida con esta velocidad de agitacion y

por tanto el suministro de oxigeno no estuvé limitado en el sistema.

Grafico 3. Transferencia de oxigeno a diferentes velocidades de agitacion.
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Los valores obtenidos de Qox y Kia puntual, asi como la cantidad de

células expresado en peso seco a diferentes rpm se muestran en la tabia 10.
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Tabla 10. Transferencia y demanda de oxigeno a diferentes velocidades de

agitacion.
Velocidad
KLa

de Qo2x Peso seco
L (puntual) ]

agitacion H (mmol O, / g células-h} a/mL
rpm
126 12.87 0.686 1.64 e-4
226 18.28 0.824 2.73e-4
250 24.45 0.875 2.92e-4
300 28.65 0.591 3.74e-4

Si analizamos el valor de Qgx se aprecia que llega a un maximo relativo
en 250 rpm, este parametro nos indica el consumo de oxigeno por parte de los
microorganismos, por tanto, en estas condiciones es donde se tuvo un consumo
maximo de oxigeno y se esperaba tener la mayor concentracion de biomasa.

El método de determinacion de peso seco para la medicion de biomasa,
presenté un inconveniente, ya que el valor obtenido de peso seco, no fue solo
representativo de las células vivas, sino que también incluyo a las células muertas.
Por lo tanto, tomando en cuenta esta consideracion, no fue la mejor opcién basar
el andlisis solo en el valor de peso seco, porque a pesar de tener ia mayor
concentracion de biomasa a 300 rpm, no significd que todas las células eran
viables. Esto se pudo confirmar con el valor de Qgxx, a 300 rpm fue
aproximadamente 0.3 unidades menores que a 250 rpm, la razdén de estos
resultados, pudo ser que a 300 rpm se estuviese dafiando la integridad celular y/o
provocando muerte celular, por consiguiente una disminucién en el consumo de
oxigeno.

Con lo anterior se pudo inferir que la velocidad éptima de agitacién es de
250 rpm, sin embargo si comparamos los valores obtenidos con 226 rpm, tanto en
peso seco y Qozx, no se encontrd una diferencia importante, practicamente se
obtuvieron valores similares. Recordemos que un factor importante para el

escalamiento de procesos es el gasto energético que demanden, por lo tanto, es
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esencial buscar condiciones que nos aseguren un crecimiento celular aceptable y
que a su vez representen el minimo gasto energetico posible, por ello se
selecciond la velocidad de agitacion de 226 rpm como la adecuada para llevar a

cabo el crecimiento celular,

7.3 Estudio cinético del proceso de biotransformacion con células en

reposo.

En este estudio, lo primero que se evalud fue la influencia de la N,N-
dimetilformamida (DMF) sobre la integridad y actividad de las células, para ello se
realizaron seis experimentos.

La DMF es un disolvente organico completamente miscible en agua y en
algunos compuestos organicos, en la presente investigacion se empleé como co-
solvente para la adicion del sustrato, la toxicidad de un disolvente orgdnico
mantiene una estrecha relacion con logP.y, el cual se define como el logaritmo del
coeficiente de particion de una sustancia entre agua y n-octanol, se ha reportado
que disolventes cuyos valores de logP.w se encuentran entre 1.5 y 4.0 son
extremadamente toxicos para las bacterias, y los que tienen valores superiores a
este rango no suelen ser téxicos®”), el valor reportado del logPow, para la DMF es
de - 0.87 a — 1.083%%%% por tanto se tenia la posibilidad que fuera téxica para las
celulas.

Debido a lo anterior fue necesario evaluar el porcentaje tolerado por los
microorganismos, y que a su vez no afectara el proceso de biotransformacion.

Las muestras de la biotransformacién con una relacion sustrato/células p/p
1:100, se analizaron por CLAR, solo con el 0.6%(v/v) de DMF se obtuvo la sefal
correspondiente a la 4-clorobenzofenona, lo cual indicaba que este porcentaje no
fue téxico para las bacterias y que el proceso de biotransformacion se llevé a
cabo.

Posteriormente se probaron tres distintas relaciones sustrato/células p/p
(1:20, 1:50 y 1:100), manteniendo constante en todos los casos el porcentaje de

DMF en 0.6%, los resultados obtenidos se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Porcentaje de conversion y de relacién enantiomérica del
{(£)-4-clorobencidrol
Tiempo % de relacion

. L % de conversion
Relacion de enantiomérica

Sustrato/células muestreo Enantidmero Enantidmero
Cetona -Alcohol

(hrs) (R) (S)
36 55.85 44.15 1010  89.90
120 48 57.07 42.93 10.45 89.55
60 56.36 43.64 10.17  89.83
72 56.07 43.93 7.84 92.16
24 67.28 32.72 19.36 80.64
1:50 48 68.04 31.96 2797 7203
72 71.85 28.15 36.54 ©63.46
36 92.54 7.46 55.91  44.09
1:100 48 65.01 34.99 47.30 52.70
60 £65.67 34.33 23.21 - 76.79

Durante el proceso de biotransformacién el (S)-4-clorobencidrol se oxidé
para formar la 4-clorobenzofenona, por lo tanto el enantibmero (R) debid
enriquecerse conforme avanzd el tiempo de biotransformacion, idealmente si se
llevara a cabo en su totalidad la oxidacién enanticselectiva se obtendrian valores
de relacién enantiomérica R/S= 100/0, y el analisis del % de conversién se
esperaria que la relacién alcohol/cetona fuese del 50/50.

Es importante considerar el tiempo al cual se obtuvieron las relaciones
anteriormente mencionadas, ya que lo que se buscé fue alcanzar en el pericdo de
tiempo mas corto posible, los mejores porcentajes de conversion y de relacidn
enantiomérica. '

Al incrementarse la cantidad de células presentes en el medio de reaccion,
la concentracion de enzima presente se veria incrementada, y por tanto los
valores de % de conversion y relacion enantiomérica se obtendrian en un periodo

de tiempo mds corto, por este motivo es que los tiempos de muestrec para cada
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una de las relaciones sustrato/células p/p fueron diferentes, siendo mejor cuando
se trabajé la relacion 1:100.

Con la relacién 1:20, el tiempo de muestreo se extendio hasta las 72 horas,
sin embargo fue a las 48 horas cuando se obtuvo el valor mas alto de porcentaje
de conversion 10.45%, y a las 72 horas se obtuvo un valor de 7.84% de
conversion, esto planteé la posibilidad de que el proceso pudiese ser reversible
bajo estas condiciones. La relacién 1:50 no mostré tal compertamiento, conforme
avanzd el proceso de biotransformacién los valores de % de conversion
aumentaron y la relacién enantiomérica se vio favorecida hacia el enantiémero (R),
teniendo los valores maximos a las 72 horas (36.54% de conversion, con 71.85%
de (R)-4-clorobencidrol). Finalmente con la relacion 1:100, los valores maximos se
obtuvieron a las 36 horas, y a partir de este tiempo se observé que los valores de
conversion a cetona disminuyeron conforme aumenté el tiempo, lo cual
nuevamente planted la posibilidad de reversibilidad.

Comparando fos tiempos donde se obtuvieron los valores maximos de
bioconversion usando las relaciones 1:50 y 1:100 de sustrato/célula p/p, se
constatdé que conforme aumentd la concentracion de células, el tiempo del proceso
de biotransformacién disminuyo.

A partir de estos resultados se considerd la relacion 1:100 como la mejor,
por lo que se decidi¢ realizar otro lote, acortando los tiempos de muestreo, los

resultados se muestran en la tabla 12 y en el grafico 4.
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Tabla 12. Porcentaje de relacion enantiomérica y porcentaje de conversion del

(+)4-clorobencidrol

% de relacion

Tiempo de . % de conversion
Relacidn enantiomérica
. muestreo
sustrato/células Enantimero Enantiomero
(hrs) Cetona Alcohol
(R) (S)

4 7470 25.30 23.00 77.00

8 86.60 13.40 11.60 88.40

1:100 16 90.34 9.66 11.60 88.40
28 87.95 12.05 33.00 67.00

32 92.77 7.23 40.34 59.66

Grafico 4. Porcentaje de relacion enantiomérica y porcentaje de conversion del

(+)4-clorobencidrol,
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Del analisis de los resultados se infiere que la relacion 1:100
sustrato/células p/p fue la que arrojé mejores resultados para la conversién del
(S)-4-clorobencidrol donde se obtuvo el 40.34 % de la 4-clorobenzofencna, a las
32hrs.

Con el fin de conocer el tiempo éptimo del proceso de biotransformacién se
realizd otro experimento manteniendo las condiciones y muestreando de las 24 a
las 32 horas cada 4 horas y de las 32 a las 38 cada hora, los resultados obtenidos

se muestran en la tabla 13 y en el grafico 5.

Tabla 13. Porcentaje de relacién enantiomérica y porcentaje de conversion del

()-4-clorobencidrol.

Tiempo % de relacién enantiomérica % de conversién

Relacidn de
Enantiomero  Enantiémero
sustrato/células  muestreo Cetona Alcohol
(R) (S)
(hrs)
24 95.98 4.02 21.40 78.60
28 97.52 2.48 18.07 81.93
32 93.34 6.66 23.34 76.66
33 97.42 2.58 11.50 88.50
1:100 34 95.13 4.87 44 .25 55.75
35 90.75 9.25 16.58  83.42
36 96.47 3.53 11.39 88.61
37 96.77 3.23 16.50 83.50
38 97.57 2.43 20.69 79.31
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Grafico 5. Porcentaje de relacién enantiomérica y porcentaje de conversion del

(+)-4-clorobencidrol,
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El tiempo optimo del proceso para este experimento fue de 34 horas, ya
que el porcentaje de conversion estuvo dentro del rango 50/50, aunque los valores
mas altos de la relacidn R/S se obtuvieron en tiempos menores o mayores a las 34
horas, no se considero el 6ptimo ya que el porcentaje de conversion a la 4-
clorobenzofenona estuvo en un rango del 11 al 20 %. También se logré observar
que el proceso podria presentar reversibilidad, pero no de manera permanente, si
se observa el grafico 4 se aprecia que desde las 28 hasta las 38 horas, existen
variaciones tanto en el % de conversion como en la relacion enantiomérica, con
ascensos y descensos, esto pudo ser resultado de la proporcion cetona/alcohol
por la reduccion/oxidacién en el proceso de biotransformacién.

Por otro lado recordemos que la enzima que esta llevando a cabo la

biotransformacion es una sec-ADH, la cual requiere de la regeneracion de sus
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cofactores y que en especial en esta clase de enzimas, es donde se pueden
presentar los fenomenos de inhibicién o inestabilidad en el sistema"?.

Como producto del proceso de biotransformacién se obtuvo una cetona,
que es menos polar que el alcohol del cual proviene, esta caracteristica pudo
influenciar la inhibicién del proceso, ya que al ser menos polar puede tener una
mayor afinidad al sitio catalitico de la enzima y es por ello que se observé en
pnmer instancia que no se biotransforma todo el (S)4-clorobencidrol y en segundo
lugar que los porcentajes de conversion no llegan al maximo y se mantienen
estables, ya que la ADH también tienen la capacidad de llevar a cabo la reaccidon
inversa, es decir la reduccién de la cetona, dando como producto su respectivo
alcohol!™.

Por io que se infiere que el fendbmeno que se presentdé en este proceso
pudiera ser un fenomeno de inhibicién por producto!?.

El analisis espectral mediante IR del producto (figura 7) obtenido a las 34
horas de biotransformacion muestra la sefial correspondientes al grupo —OH del
(+)-4-clorobencidrol en 3389cm™ y las correspondientes al grupo C=0 de la 4-
clorobenzofenona en 1659 cm™ y 1598 cm™, aparecen bien definidas y de

intensidad semejante.

Figura 7. Espectro de infrarrojo, mezcla cruda de biotransformacién a las 34

horas.
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El espectro de '"HRMN se muestra a continuacion figura 8, en 5.827 ppm y
7.259 ppm se aprecian las sefiales correspondientes al (+)-4-clorobencidrol y de
72 ppm a 7.8 ppm, el conjunto de sefiales correspondientes a la 4-

clorobenzofenona.

Figura 8. Espectro de '"HRMN, mezcla cruda de biotransformacion a las 34

horas.
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Se realizd un experimento donde como sustrato se adicioné Unicamente la
4-clorobenzofenona, relacion sustrato/células p/p 1:.100, para conocer si el
proceso de biotransformacion requeria la presencia del alcohol, los resultados
obtenidos mostraron que el proceso de reduccién de la 4-clorobenzofenona, no se
llevé a cabo, a pesar de que el tiempo de biotransformacion fue de 73 horas, lo
cual indicé que para que dicho proceso se pudiera llevar a cabo, el sistema
requeriria de la presencia del alcohol.

Para confirmar si la cetona se reduce en presencia del alcohol se realizé un
experimento donde se adiciond6 como sustrato una mezcla 50/50 del
(+)-4-clorobencidrol y 4-clorobenzofenona, los resultados obtenidos se muestran a

continuacién en la tabla 14.



Tabla 14. Porcentaje de relacidon enantiomérica y porcentaje de conversion de la

mezcla 50/50 de (+)-4-clorobencidrol y 4-clorobenzofenona.

Tiempo % de relacion B
) ) % de conversion
Relacién de enantiomeérica

sustrato/células muestreo  Enantidomero Enantidomero :
Cetona Alcohol

(hrs) (A) (S)
24 40.57 59.43 49.83 50.17
1:100 48 40.37 59.63 37.35 62.65
73 28.34 71.66 38.79 61.21

Con los resultados obtenidos a las 48 horas se pudo observar que la
enzima involucrada (sec-ADH), tiene la capacidad de reducir la cetona al alcohal,
es por ello que el porcentaje de conversién correspondiente al alcohol aumento
conforme el tiempo de biotransformacién transcurrid, también se observo que
inverso al proceso de oxidacion, durante la reduccién de la cetona e! enantiomero
(S) se enriquecid.

A las 73 horas los valores del enantiomero (R) disminuyeron, pero no se vio
reflejado en el porcentaje de conversion de la cetona, debido a que en el proceso
de oxidacion el enantiomero que se biotransforma es el (S), con esto se pudo
inferir que el enantidmero (A) bajo estas condiciones podria estar siendo
empleado por los microorganismos en un proceso diferente a la oxidacion, ya sea
que se este degradando o lo este incorporando a su metabolismo.

Como se mencioné en el punto 2.14, una de las alternativas para regenerar
los cofactores que emplea la ADH, es el uso de un co-sustrato susceptible a ser
reducido, Wolfgang y colaboradores reportaron el empleo de la acetona en un
20%(v/v) como co-sustrato®, con el fin de conocer la influencia de un co-sustrato
en el sistema, se realizo un experimento donde se agrego acetona (20% v/v), los

resultados obtenidos se muestran en la tabla 15:
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Tabla 15. Porcentaje de relacion enantiomérica y porcentaje de conversion del

(x)-4-clorobencidrol y acetona 20% viv

Tiempo % de relacién 3
% de conversién

Relacidon de enantiomérica

sustrato/células muestreo Enantidmero Enantiomero
Cetona  Alcohol

(hrs) (R) (S)
0 56.56 43.44 3.86 96.14
1:100 24 53.33 46.67 1.95 98.05
28 50.06 49.94 2.26 97.74

Los resultados obtenidos mostraron que el proceso de biotransformacion

practicamente no se llevé a cabo con el porcentaje de acetona manejado, los

valores de relacion enantiomérica fueron muy cercanos al 50/50 y por tanto los

valores de porcentaje de conversion a cetona fueron bajos, el analisis por IR del

producto obtenido se muestra en la figura 9.

Figura 9. Espectro de infrarrojo, producto de biotransformacion a las 28 horas del

{(¥)-4-clorobencidrol y acetona 20% viv
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Se observo una senal bien definida, intensa y caracteristica del grupo OH
del (+)-4-clorobencidrol a 3370 cm™ y en 1649 cm™ se observo una pequefa
sefial, la cual corresponde al grupo C=0 de la 4-clorobenzofenona, lo cual
confirmo6 que el producto obtenido fue una mezcla de alcohol/cetona, pero en el

cual la proporcién de alcohol fue mayor.

Figura 10. Espectro de '"HRMN, producto de biotransformacion a las 28 horas,

(x)-4-clorobencidrol y acetona 20% viv

0.0 —

El espectro de "HRMN se muestra en la figura 10, en 5.826 ppm y 7.259
ppm se aprecian las sefiales correspondientes al (+)-4-clorobencidrol y de 7.2

ppm a 7.8 ppm, el conjunto de sefales correspondientes a la 4-clorobenzofenona.
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7.4 Proceso de biotransformacion en fermentador de 3 litros.
Se realizé primero un lote conforme a lo descrito en el punto 6.5 con 24
horas de biotransformacion, la cual se analizo por CLAR y CG, los resultados

obtenidos se muestran en |a tabla 16.

Tabla 16. Porcentaje de relacion enantiomérica y porcentaje de conversién del
(x)-4-clorobencidrol

Tiempo % de relacion enantiomérica % de conversion

Relacién de
) Enantiomero  Enantiémero
Sustrato/células muestreo Cetona Alcohol
(R) (S)
(hrs)
1:100 24 56.29 43.71 325 . 96.75

Como se observo, la relacidon enantiomérica obtenida fue muy cercana al
50/50 y el porcentaje de conversion para la cetona fue bajo (3.25%), lo cual

pudiera ser indicativo de dos posibilidades:

1.- Que el proceso de biotransformacién requerfa de mayor tiempo para obtener
mejores porcentajes de conversion.

2.- Que posiblemente al igual que con las céluias en reposo dentro del proceso de
biotransformacion, pudiere presentarse el fendmeno de inhibicién por producto y a
este tiempo de muestreo ya se hubiera rebasado el tiempo maximo de

bioconversion.
Por lo cual se decidio, realizar otro experimento manteniendo las mismas

condiciones de operacion y acortando el tiempo de muestreo, los resultados se

muestran en la tabla 17 y el grafico 6.
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Tabla 17. Porcentaje de relacion enantiomérica y porcentaje de conversion del

(£)-4-clorobencidrol

Tiempo % de relacion enantiomérica % de conversion

Relacion de
Enantibmero Enantiomero
Sustrato/células muestreo Cetona Alcohol
(R) (S)
(hrs)
0 53.2 46.8 6.49 93.51
19 61.32 38.68 13.34 86.66
21 67.12 32.88 8.82 91.18
1:100

22 73.18 26.82 8.29 91.71
23 66.97 33.03 7.50 92.50
24 56.02 43.98 12.78 87.22

Grafico 6. Porcentaje de relacidn enantiomeérica y porcentaje de conversién del

(x)-4-clorobencidrol
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Los resultados mostraron que el mejor porcentaje de conversion para la
cetona se obtuvo a las 19 horas (13.34%), sin embargo con las muestras
analizadas en el periodo de tiempo comprendido entra las 19 y 24 horas se
observé que el porcentaje de conversion disminuye e incrementa, llegando a un
12.78% a las 24 horas.

Se decidio probar alargando el tiempo de biotransformacién hasta 48 horas

donde se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 18 y el grafico 7.

Tabla 18. Porcentaje de relacién enantiomérica y porcentaje de conversion del
(+)-4-clorobencidrol

Tiempo % de relacion enantiomérica % de conversion

Relacion de
) Enantiomero  Enantiomero
sustrato/células muestreo Cetona Alcohol
(R) (S)
(hrs)
0] 55.36 44 64 4.52 95.48
1:100 24 71.02 28.98 12.21 87.79
48 85.18 14.82 17.08 8§2.92

Grafico 7. Porcentaje de relacidn enantiomérica y porcentaje de conversion del

(x)-4-clorobencidrol.
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Figura 11. Espectro de infrarrojo, producto de biotransformacion a las 48
horas del (£)-4-clorobencidrol
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El espectro de "HRMN se muestra a continuacion figura 12, en 5.827 ppm y

7.258 ppm se aprecian las senales correspondientes al (1)-4-clorobencidrol y de
7.2 ppm a 7.8 ppm, el conjunto de sefiales correspondientes a la 4-

clorobenzofenona.

Figura 12. Espectro de "HRMN, producto de biotransformacion a las 48 horas del

(1)-4-clorobencidrol
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Los valores obtenidos mostraron que el valor de conversién a cetona mas
alto se obtuvo con un tiempo de biotransformacién de 48 horas, sin embargo se
esperaria que los valores de relacion enantiomérica A/S= 100/0, y en el analisis
del % de conversién alcohol/cetona fuesen del 50/50, analizando los valores de
porcentaje de conversion y relacion enantiomérica a las 48 horas se observé que
el valor de porcentaje de conversion a cetona fue de 17.08%, y de relacion
enantiomérica fue 85.18/14.82, con este valor de relacién enantiomérica se
esperaria que el porcentaje de cetona fuese mayor, ya que el enantiémero (S) es
el sustrato que se oxida para formar la cetona.

Una posible explicacion de el por qué ocurri¢ este fenémeno en el proceso
de biotransformacion, es el asumir que el microorganismo degradé o pudo
incorporar al sustrato en su metabolismo, o que algin componente presente en el
medio de crecimiento este interfiriendo en el proceso de biotransformacién.

La existencia de otro factor que pudiera afectar al proceso de
biotransformacion es el fendmeno de inhibicidn por producto; como se observé en
el grafico 7, en el lapso comprendido entre las 19 y las 24 horas.

El objetivo del proceso de biotransformacién fue obtener un compuesto
enriquecido enantioméricamente, por lo tanto el tiempo de biotransformacion al

cual se obtuvo un valor mayor para el enantiémero (A) fue a las 48 horas.
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8. CONCLUSIONES.

e« Las condiciones Optimas para determinar la relacién enantiomérica
mediante CLAR empleando una columna OB-H, fueron: composicion de la
fase moévil 90:10 de hexano:isopropanol, velocidad de flujo= 0.8 mLmin™,
T=24°C y A=230nm.

e Las condiciones ¢ptimas para determinar el porcentaje de conversion
mediante CG empleando una columna HP-5, fueron: velocidad de flujo=
0.8 MLMIN™", Tinyector=250°C, Taetector=250°C ¥ Thomo=180°C, gas acarreador
Na.

s las condiciones de operacién del fermentador de 3 litros para una
adecuada produccion de biomasa fueron: velocidad de agitacién 226rpm,
T=30°C, vvm=0.9 y volumen de trabajo=2.2 L.

e La oxidacion del (x)-4-clorobencidrol con células en reposo de Nocardia
corallina B-276 procedié de manera enantioselectiva, siendo la relacion
sustrato:células 1:100 y 0.6% de DMF, con la que se obtuvo el mayor
porcentaje de conversion a cetona (44.25%) y una relacién enantiomérica
R/S de 95.13%/4.87%, con un tiempo de biotransformacién de 34 horas.

¢ La oxidacion del (z)-4-clorobencidrol en fermentador de 3 litros procedié de
manera enantioselectiva, obteniéndose un porcentaje de conversion a
cetona del 17.08% y una relacién enantiomérica A/S 85.18%/14.82% a las
48 horas de biotransformacion. Con una relacion sustrato:células 1:100,
0.6% de DMF y 100 mL de n-octano.

» En el proceso de oxidacion enantioselectiva del (+)-4-clorobencidrol pudiera
presentarse un fenémeno de inhibicién.

» En el proceso de oxidacion enantioselectiva del (+)-4-clorobencidrol se
observé que se podrian llevar a cabo reacciones de oxidacion y de

reduccion.
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Determinacién experimental de la transferencia de oxigeno.Técnica dindmica
(régimen no estacionario).

Se ajustaron las condiciones del fermentador Applikon de 3 litros, asl como
la secuencia de operacion conforme a lo descrito en el punto 6.3.2.

Los datos de la disminucidn en la concentracién de oxigeno disuelto hasta
llegar a valores cercanos al 40% ({fase l), se registraron cada minuto con el
programa Bio Xpent al llegar al 40% de oxigeno se reestablecié el flujo de aire y se
registré el aumento cada minuto, hasta el momento que llegara a un punto maximo
y se mantuviera estable (fase Il). (para mayor detalle ver grafico 1)

Con los valores registrados de la fase | se determiné el Qoox y con los

valores de la fase |l se determiné el K_a.

Calculo del Qg2x.

Teniendo estos valores, se realizé la conversidén del tiempo registrado en
minutos a horas y el %0; a mg Oz y posteriormente a mmol de O, para lo cual se
considerd que el 100% de O, = 7.59 mg de O,, y para la conversion a mmol, se
consideré 1mmol de O, = 32 mg de O,. En |la tabla 19 se muestran los datos

obtenidos de la fase |, con la velocidad de agitacién de 226 rpm:

Tabla 19. Datos de la disminucién en la concentracién de O, disuelto en el
fermentador de 3 litros, velocidad de agitacién 226 rpm.

tiempo min  tiempo hrs % O, mg O, mmol O,
0 0.00 78.30 5.94 0.19
1 0.02 75.00 5.69 0.18
2 0.03 68.90 5.23 0.16
3 0.05 62.60 4.75 0.15
4 0.07 56.60 4.30 0.13
5 0.08 50.40 3.83 0.12
6 0.10 44.80 3.40 0.11
7 0.12 39.20 2.98 0.09
8 0.13 38.90 2.95 0.09
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Teniendo estos valores se graficé el tiempo en hrs vs. mmol de O,, como se
aprecia en el grafico 8, se obtuvo la ecuacion del grafico por regresidn lineal.
De la ecuacion obtenida, el valor de la pendiente representé el Qgzx (mmol

0O, / g células-h).

Gréfico 8. Determinacion experimental de la demanda especifica de

oxigeno, Qozx (mmol O, / g células-h).
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Por lo tanto para la velocidad de agitacion de 226 rpm el valor de Qg.x es
de 0.8237 (mmol O, / g células-h) = 0.824 (mmol O,/ g células-h).

Calculo del K, a.

De la misma forma que para el calculo del Qg2x, se realizé la
conversion del tiempo registrado en minutos a horas y el %0, a mg O, y
posteriormente a mmol de O,, para lo cual se considero que el 100% de O, = 7.59
mg de Oy, y para la conversion a mmol, se consideré immol de Oz = 32 mg de O..
Los datos obtenidos de la fase il, con la velocidad de agitacién de 226 rpm se

muestran en la tabla 20.
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Tabla 20. Datos en el aumento en la concentracién de O, disuelto en el

fermentador de 3 litros, velocidad de agitacion 226 rpm.

tiempo min  tiempo hrs % Oy mg O, mmol O,
9 0.15 47.80 3.63 0.11
10 0.17 55.70 4,23 0.13
11 0.18 61.60 4.68 0.15
12 0.20 65.80 4,99 0.16
13 0.22 68.80 5.22 0.16
14 0.23 71.10 5.40 0.17
15 0.25 72.80 5.53 0.17
16 0.27 74.10 5.62 0.18
17 0.28 74.90 5.68 0.18
18 0.30 75.40 572 0.18
19 0.32 75.80 575 0.18
20 0.33 76.20 5.78 0.18
21 0.35 76.70 5.82 0.18
22 0.37 76.80 5.83 0.18
23 0.38 77.50 5.88 0.18
24 0.40 78.30 5.94 0.19
25 0.42 79.20 6.01 0.19
26 0.43 79.60 6.04 0.19
27 0.45 80.20 6.09 0.19
28 0.47 80.50 6.1 0.19
29 0.48 80.60 6.12 0.19
30 0.50 80.70 6.13 0.19

Con estos valores se calculd la diferencial de concentracién de oxigeno
(dC), la diferencial del tiempo (dt) y dC/dt. Se grafico dC/dt vs. C, obteniéndose el
grafico 9.

Gratico 9. Determinacién experimental del coeficiente de transferencia de masa,

K.a (h™).
C (mmol de Q) 0.05
|
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La pendiente de la linea es igual a -1/K.a, para la veiocidad de agitacion de
226 rpm, el valor de la pendiente fue de -0.0547, por lo tanto el valor de
K.a =-1/-0.0547 = 18.28 ™,

82
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